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F i g u r e 1 . S c h e m a t i c o f r e l e v a n t p r o c e s s e s a t t h e O WA S A w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t a t t h e
t i m e t h i s s t u d y w a s c o n d u c t e d . S o l i d l i n e s i n d i c a t e f lo w s o f w a s t e w a t e r a n d d a s h e d l i n e s
i n d i c a t e f l o w s o f s l u d g e s t r e a m s . T h e t r i c k l i n g f i l t e r s h a v e r e c e n t l y b e e n a b a n d o n e d .
F u t u r e d i s c h a r g e p e r m i t s f o r t h e M a s o n F a r m p l a n t m a y r e q u i r e n i t r o g e n r e m o v a l , w h i c h
w o u l d b e a c c o m p l i s h e d b y i n c o r p o r a t i n g d e n i t r i f i c a t i o n (c o n v e r s i o n o f n i t r a t e t o n i t r o g e n g a s ,
N 2 ) i n t o t h e c u r r e n t b i o l o g i c a l t r e a t m e n t s c h e m e . H o w e v e r , d e n i t r i f i c a t i o n w o u l d c o n s u m e
o r g a n i c c o m p o u n d s i n e x c e s s o f t h o s e r e q u i r e d f o r b i o l o g i c a l p h o s p h o r u s r e m o v a l . A t t he
t i m e o f t h i s s t u d y , O WA SA w a s c o n c e r n e d t h a t , i f d e n i t r i f i c a t i o n w e r e t o b e r e q u i r e d , t h e
c o m b i n e d c a r b o n s o u r c e r e q u i r e m e n t s o f B P R a n d d e n i t r i f i c a t i o n c o u l d n o t b e m e t w i t h t h e
e x i s t i n g t r e a t m e n t p r o c e s s e s . T h u s , O WA SA w a s i n t e r e s t e d i n d e t e r m i n i n g w h e t h e r
a d d i t i o n a l o r g a n i c c a r b o n f o r d e n i t r i f i c a t i o n c o u l d b e m a d e a v a i l a b l e b y o p t i m i z i n g t h e
fe r m e n t a t i o n p r o c e s s t o p r o d u c e m o r e V F A s t h a n w e r e p r o d u c e d r o u t i n e o p e r a t i n g c o n d i t i o n s .
1 . 1 O b j e c t i v e s a n d S c o p e o f P r o j e c t
T h e o bj e c t i v e s o f t h i s p r o j e c t w e r e (1 ) t o e v a l u a t e t h e m a x im u m V F A f o r m a t i o n p o t e n t i a l
f r o m t h e f e r m e n t a t i o n o f p r i m a r y s l u d g e ; (2 ) t o d e t e r m i n e t h e i n f l u e n c e o f o p e r a t i n g
c o n d i t i o n s e x p e c t e d t o b e a p p l i c a b l e a t f u l l s c a l e (s u c h a s p H o r r e s i d e n c e t i m e ) o n V F A
f o r m a t i o n a n d o n t h e d i s t r i b u t i o n o f i n d i v i d u a l V F A s ; (3 ) t o c o m p a r e a n a l y t i c a l m e t h o d s f o r
V F A a n a l y s i s ; a n d (4 ) t o r e c o m m e n d f e r m e n t e r o p e r a t i n g c o n d i t i o n s t h a t w o u l d o p t i m i z e
V F A f o r m a t i o n i n t h e f u l l - s c a l e p l a n t . T h e e f f e c t s o f o p e r a t i n g v a r i a b l e s o n V F A f o r m a t i o n
w e r e d e t e r m i n e d i n b e n c h - s c a l e e x p e r i m e n t s w i t h b a t c h a n d c o n t i n u o u s f e r m e n t a t i o n s y s t e m s ,
a s w e l l a s b y e v a l u a t i o n o f p u b l i s h e d l i t e r a t u r e o n t h e f e r m e n t a t i o n o f p r im a r y s l u d g e . V F A
f o r m a t i o n i n t h e f u l l - s c a l e f e r m e n t e r a t t h e M a s o n F a r m p l a n t w a s e v a l u a t e d b y r e v i e w i n g
o p e r a t i n g d a t a o v e r a p p r o x i m a t e l y a o n e - y e a r p e r i o d . P o t e n t i a l s h o r t - t e rm v a r i a t i o n i n V F A
f o r m a t i o n a n d t h e d i s t r i b u t i o n o f i n d i v i d u a l V F A s w a s a l s o e v a l u a t e d b y a n a l y z i n g f e r m e n t e r
s u p e r n a t a n t s a m p l e s c o l l e c t e d e v e r y t w o h o u r s o v e r a n e i g h t
- h o u r p e r i o d .
2 . B a c k g r o u n d a n d L i t e r a t u r e R e v i e w
2 . 1 O v e r v i e w o f V F A F o r m a t i o n
V o l a t i l e f a t t y a c i d s a r e p r o d u c e d f r o m a v a r i e t y o f o r g a n i c c o m p o u n d s , i n c l u d i n g t h o s e
t y p i c a l l y f o u n d i n d o m e s t i c w a s t e w a t e r , b y f e r m e n t a t i v e b a c t e r i a . S o m e o f t h e s e b a c t e r i a a r e
f a c u l t a t i v e a n a e r o b e s (c a p a b l e o f p r o l i f e r a t i n g u n d e r b o t h a n a e r o b i c a n d a e r o b i c c o n d i t i o n s )
a n d s o m e a r e o b l i g a t e a n a e r o b e s ( s e n s i t i v e t o t h e p r e s e n c e o f o x y g e n ) . T h e o r g a n i c
c o m p o u n d s p r e s e n t i n b o t h d i s s o l v e d a n d s o l i d f o r m i n d o m e s t i c w a s t e w a t e r a r e c a p a b l e o f
b e i n g f e r m e n t e d t o V F A s , b u t w h e n p r i m a r y s l u d g e i s f e r m e n t e d t h e p r i n c i p a l c o m p o u n d s
a v a i l a b l e f o r f e r m e n t a t i o n a r e s o l i d s . T h e m a i n o r g a n i c s o l i d f r a c t i o n s i n d o m e s t i c
w a s t e w a t e r a r e c e l l u l o s e a n d o t h e r p o l y s a c c h a r i d e s , p r o t e i n s , a n d l i p i d s (Pa r k i n a n d O w e n ,
1 9 8 6 ; P a v l o s t a t h i s a n d G i r a l d o - G o m e z , 19 9 1) . B e f o r e a n y o f t h e s e s o l i d s u b s t r a t e s c a n b e
f e r m e n t e d , h o w e v e r , t h e y m u s t fi r s t b e h y d r o l y z e d t o l o w - m o l e c u l a r - w e i gh t p r o d u c t s t h a t c a n
b e c o n s u m e d f o r i n t r a c e l l u l a r m e t a b o l i s m b y t h e f e r m e n t a t i v e b a c t e r i a . T h e r a t e o f h y d r o l y s i s
o f s o l i d s c a n t h e r e f o r e c o n t r o l t h e r a t e o f f e r m e n t a t i o n o f p r im a r y s l u d g e .
A n a e r o b i c b i o r e a c t o r s , s u c h a s f e r m e n t e r s a n d a n a e r o b i c d i g e s t e r s , c o n t a i n c o m p l e x
m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s . I n d i v i d u a l s p e c i e s i n a g i v e n c o m m u n i t y p e r f o r m s p e c i f i c r e a c t i o n s
t h a t c o l l e c t i v e l y d e t e r m i n e t h e a b i l i t y o f t h e r e a c t o r t o p e r f o r m a d e s i r e d f u n c t i o n , h i r e a c t o r s
u s e d t o t r e a t s l u d g e , t h e s e c o m m u n i t i e s n o r m a l l y c o n t a i n b a c t e r i a t h a t m e d i a t e h y d r o l y s i s
r e a c t i o n s , f e r m e n t a t i v e b a c t e r i a , m e t h a n o g e n s (m i c r o o r g a n i s m s r e s p o n s i b l e f o r m e t h a n e
p r o d u c t i o n ) , a n d , t o a l e s s e r e x t e n t , s u l f a t e - r e du c i n g b a c t e r i a . T h e r e a r e t w o m a j o r t y p e s o f
m e t h a n o g e n i c o r g a n i s m s : h y d r o g e n o t r o p h i c m e t h a n o g e n s , w h i c h u s e h y d r o g e n (H 2 ) a n d
c a r b o n d i o x i de t o ge n e r a t e m e t h a n e (C H 4 ); a n d a c e t o c l a s t i c m e t h a n o g e n s , w h i c h c o n v e r t
a c e t i c a c i d t o m e t h a n e a n d c a r b o n d i o x i d e .
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T h e f e r m e n t a t i o n o f s o l u b l e o r g a n i c c o m p o u n d s r e s u l t i n g f r o m t h e h y d r o l y s i s o f s o l i d s
e v e n t u a l l y l e a d s t o t h e p r o d u c t i o n o f a c e t i c a c i d
* *
a n d l o n ge r - c h a i n V FA s c o n t a i n i n g t h r e e t o
f i v e c a r b o n a t o m s , a s w e l l a s h y d r o g e n g a s (H 2 ) . P r o p i o n a t e , a t h r e e
- c a r b o n V F A
,
u s u a l l y i s
o b s e r v e d t o b e t h e m o s t s i g n i f i c a n t V FA o t h e r t h a n a c e t a t e i n f e r m e n t a t i v e p r o c e s s e s
(E a s tm a n a n d F e r g u s o n , 1 9 8 1 ; G h o s h , 19 87 ; E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m , 19 9 4 a ; E l e f s i n i o t i s a n d
O l d h a m , 19 9 4 b ; Sk a l s k y a n d D a i g g e r , 19 9 5 ; C h r i s t e n s s o n e t a l , 19 9 8 ; M o s e r - E n g e l e r e t a l ,
1 9 9 9 ) . T h e r e a r e b a c t e r i a t h a t c a n c o n v e r t p r o p i o n a t e a n d l o n g e r - c h a i n V F A s t o a c e t a t e a n d
H 2 , b u t t h e s e r e a c t i o n s a r e t h e r m o d y n a m i c a l l y u n f a v o r a b l e u n l e s s a c e t a t e a n d /o r h y d r o g e n a r e
r e m o v e d t o l o w c o n c e n t r a t i o n s (H i c k e y a n d S w i t z e n b a u m , 19 9 1) . T h u s , p r o p i o n a t e a n d
h i gh e r V F A s t e n d t o a c c u m u l a t e i n s y s t e m s i n w h i c h a c e t a t e a n d H 2 a l s o a c c u m u l a t e . S u c h a
s i t u a t i o n i s e x p e c t e d t o o c c u r w h e n t h e a c t i v i t y o f m e t h a n o g e n s i s l o w , s i n c e m e t h a n o g e n e s i s
i s t h e p r im a r y m e c h a n i s m b y w h i c h a c e t a t e a n d H 2 a r e c o n s u m e d i n a n a e r o b i c r e a c t o r s .
T h e r e a c t i o n s d e s c r i be d a b o v e s u g g e s t t h a t o r g a n i c s o l i d s a n d o t h e r c o m p l e x s u b s t r a t e s
a r e d e g r a d e d v i a p r o c e s s e s t h a t l e a d t o r e l a t i v e l y f e w p r e d o m i n a n t c o m p o u n d s i n a n a e r o b i c
r e a c t o r s : a c e t a t e
, p r o p i o n a t e , o t h e r V F A s , s o l u b l e o r g a n i c s o t h e r t h a n V F A s , a n d t h e g a s e o u s
p r o d u c t s H 2 , C H 4 , a n d C O 2 . T h e s e p r o c e s s e s a r e s u m m a r i z e d s c h e m a t i c a l l y i n F i g u r e 2 .
'
T he V F A s d i s c u s s e d i n t h i s r e p o r t a r e r e f e r r e d t o b o th b y t h e n a m e o f t h e a c id (e g , a c e t i c a c id ) a n d i t s
d e p r o t o n a t e d a n i o n ( e g , a c e t a t e ) T h e d i s t r ib u t i o n o f t h e s e t w o f o r m s d e p e n d s o n t h e p H E x c e p t a t l o w p H
(b e l o w 5 5 ) , t h e m a j o r i t y o f a g i v e n s p e c i e s w o u ld b e i n t h e a n i o n f o r m i n t y p i c a l a n a e r o b i c r e a c t o r s
s u b s t r a t e s
P r o p i o n a te
O t h e r V F A s
Ot h e r s o l u b le
o rg a n i c s
H 2 + C O 2
M e th a n e
+ C O 2
A c e t a t e
F i g u r e 2 . S u m m a r y o f p r o c e s s e s l e a d i n g t o V F A f o r m a t i o n a n d m e t h a n o g e n e s i s f r o m
p r i m a r y s l u d g e .
2 . 2 O p t i m i z a t i o n o f V F A f o r m a t i o n
T h e n e t a c c u m u l a t i o n o f V F A s d e p e n d s b o t h o n t he i r f o r m a t i o n ( v i a h y d r o l y s i s a n d
f e r m e n t a t i o n r e a c t i o n s ) a n d c o n s u m p t i o n (v i a m e t h a n o g e n e s i s o r s u l f a t e r e du c t i o n ) . O f t h e
t w o V F A - c o n s u m i n g r e a c t i o n s , m e t h a n o g e n e s i s w o u l d b e e x p e c t e d t o b e a m o r e s i g n i f i c a n t
m e c h a n i s m t h a n s u l f a t e r e du c t i o n f o r t y p i c a l s u l f a t e c o n c e n t r a t i o n s f o u n d i n d o m e s t i c
w a s t e w a t e r a n d d o m e s t i c p r im a r y s l u d g e . O p t i m i z i n g t h e p r o d u c t i o n o f V F A s t h e r e f o r e
i n v o l v e s a n o p t i m u m b a l a n c e o f c o n d i t i o n s t h a t m a x im iz e h y d r o l y s i s a n d f e r m e n t a t i o n
r e a c t i o n s w i t h t h o s e t h a t m i n i m i z e m e t h a n o g e n e s i s . I de a l l y , a s i n g l e c o n d i t i o n o r s e t o f
c o n d i t i o n s w o u l d d o b o t h .
2 . 3 F a c t o r s K n o w n t o I n f l u e n c e N e t V F A F o r m a t i o n
P r e v i o u s e x p e r i e n c e w i t h f e r m e n t a t i o n h a s b e e n o b t a i n e d i n s t u d i e s o n t h e t w o - p h a s e
a n a e r o b i c d i g e s t i o n o f s l u d g e (G h o s h e t a l , 1 9 7 5 ; G h o s h , 19 87 ; F o x a n d P o h l a n d , 19 94 ) a n d
i n t h e c o n t e x t o f p r o v i d i n g c a r b o n s o u r c e s f o r B P R p r o c e s s e s (S k a l s k y a n d D a i g g e r , 1 9 9 5 ;
W e n t z e l a n d E k a m a , 19 9 7 ) , d e n i t r i f i c a t i o n (E a s t m a n a n d F e r g u s o n , 19 8 1 ) , o r b o t h
(E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m , 19 9 4 b ; L e e e t a l , 1 9 9 7 ; L l a b r e s e t a l , 1 9 9 9 ; M o s e r - E n g e l e r e t a l .
19 9 9 ) . T h i s r e v i e w o f t h e l i t e r a t u r e i s p r i m a r i l y l i m i t e d , h o w e v e r , t o t h o s e p r e v i o u s s t u d i e s i n
w h i c h p r i m a r y s l u d g e w a s f e r m e n t e d . Se v e r a l s t u d i e s h a v e b e e n c o n d u c t e d i n w h i c h
i n d i v i d u a l s u b s t r a t e s s u c h a s c e l l u l o s e w e r e e v a l u a t e d , b u t t h e r e s u lt s f r o m t h e s e s t u d i e s a r e
n o t n e c e s s a r i l y a p p l i c a b l e t o t h e f e r m e n t a t i o n o f p r i m a r y s l u d g e . O f p a r t i c u l a r c o n c e r n i s t h a t
c o n d i t i o n s w h i c h o p t i m i z e t h e h y d r o l y s i s a n d f e r m e n t a t i o n o f o n e t y p e o f s o l i d s u b s t r a t e m a y
n o t s i m u l t a n e o u s l y o p t i m i z e t h e h y d r o l y s i s a n d f e r m e n t a t i o n o f t h e o t h e r p r i n c i p a l
c o m p o n e n t s t y p i c a l l y f o u n d i n d o m e s t i c p r i m a r y s l u d g e ( F o x a n d P o h l a n d , 1 9 94 ) .
2 . 3 . 1 S o l i d s R e t e n t i o n T i m e
I t h a s b e e n k n o w n f o r m a n y y e a r s t h a t l o w s o l i d s r e t e n t i o n t i m e s (SK T )
**
i n a n a e r o b i c
d i g e s t e r s f a v o r f e r m e n t a t i o n o v e r m e t h a n o ge n e s i s , p r i m a r i l y b y w a s h i n g o u t t h e s l o w e r -
g r o w i n g m e t h a n o ge n i c b a c t e r i a (G h o s h a n d P o h l a n d , 197 4 ; G h o s h e t a l , 1 9 7 5 ; E a s tm a n a n d
F e r g u s o n , 19 8 1 ) . T h i s k n o w le d g e l e d t o t h e d e v e l o p m e n t o f t w o - p ha s e a n a e r o b i c d i g e s t i o n ,
i n w h i c h a f e r m e n t e r o r
"
a c i d - p h a s e
"
r e a c t o r o p e r a t e d a t s h o r t SR T i s f o l l o w e d b y a
c o n v e n t i o n a l d i g e s t e r o p e r a t e d a t l o n g e r S R T t o p r o m o t e m e t h a n o g e n e s i s . I t s h o u l d b e n o t e d ,
h o w e v e r
,
t h a t p r e c l u d i n g m e t h a n o g e n e s i s i n a n a c i d - p h a s e d i g e s t e r d o e s n o t n e c e s s a r i l y im p l y
t h a t t h e c o n d i t i o n s f o r h y d r o l y s i s a n d/ o r f e r m e n t a t i o n r e a c t i o n s w o u l d b e o p t i m u m . F o x a n d
P o h l a n d ( 19 9 4 ) c o n c l u d e d t h a t t h e h y d r o l y s i s a n d f e r m e n t a t i o n o f c a r b o h y d r a t e s a n d , t o s o m e
e x t e n t , p r o t e i n s c o u l d i n f a c t b e o p t im i z e d u n d e r c o n d i t i o n s i n t h e a c i d - p h a s e r e a c t o r o f t w o -
p h a s e s y s t e m s . S i d e - b y - s i d e c o m p a ri s o n s o f t w o - p h a s e d i g e s t i o n t o c o n v e n t i o n a l d i g e s t i o n
s u g g e s t t h a t p h a s e s e p a r a t i o n d o e s im p r o v e t h e o v e r a l l c o n v e r s i o n o f p r im a r y s l u d g e s o l i d s t o
' '
I n c a s e s i n w h i c h f e r m e n t e r s a r e o p e r a t e d a s m ix e d , n o
- r e c y c l e s y s t e m s , t h e SR T a n d th e h y d r a u l i c r e s id e n c e
t i m e (H R T ) a r e sy n o n ym o u s .
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m e t h a n e , p r e s u m a b l y b y o p t im i z i n g t h e h y d r o l y s i s o f s o l i d s i n t h e a c i d - p h a s e r e a c t o r (G h o s h ,
19 8 7 ) .
I n p r i n c i p a l i t s h o u l d b e e x p e c t e d t h a t V F A p r o d u c t i o n w o u l d i n c r e a s e w i t h i n c r e a s i n g
S R T
,
a s l o n g a s V FA c o n s u m p t i o n b y m e t h a n o g e n e s i s i s m i n im i z e d . I n m o s t s t u d i e s o n t w o -
p h a s e a n a e r o b i c d i g e s t i o n , t h e f e r m e n t e r w a s o p e r a t e d a t r e s i d e n c e t i m e s o f o n e t o t w o d a y s
(G h o s h , 19 8 7 ; L e e e t a l , 1 9 8 9 ; P e r o t a n d A m a r , 19 8 9 ) . H o w e v e r , m a x im u m V F A y i e l d s h a v e
b e e n o b t a i n e d a t S R T s o f t h r e e t o e i g h t d a y s i n i n t e r m i t t e n t l y m i x e d , s e m i - c o n t i n u o u s
l a b o r a t o r y f e r m e n t e r s (M i r o n e t a l , 2 0 0 0 ) ; a t a n S R T o f f i v e t o s i x d a y s i n a f u l l - s c a l e ,
c o m p l e t e l y m i x e d f e r m e n t e r (Sk a l s k y a n d D a i g g e r , 1 9 9 5) ; a n d a t SR T s f r o m 10 t o 2 0 d a y s i n
l a b o r a t o r y f e r m e n t e r s o p e r a t e d w i t h s o l i d s r e c y c l e (E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m , 19 9 4 a ) . I n t h e
l a t t e r c a s e , t h e h y d r a u l i c r e s i de n c e t im e (H R T ) w a s o n l y 1 2 h o u r s ; n e t V F A p r o d u c t i o n
d e c r e a s e d s l i g h t l y w h e n t h e H R T w a s i n c r e a s e d f r o m 12 t o 15 h o u r s a t a n S R T o f 10 d a y s
(E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m , 1 9 94 b ) I n t h e s e m i - c o n t i n u o u s f e r m e n t e r o p e r a t e d b y M i r o n e t a l .
( 2 0 0 0 ) , r e s i d e n c e t i m e s a b o v e e i gh t d a y s l e d t o s u b s t a n t i a l m e t h a n e p r o d u c t i o n a t t h e e x p e n s e
o f V F A a c c u m u l a t i o n . I n a b a t c h i n c u b a t i o n , V F A fo rm a t i o n f r o m f o u r d i f f e r e n t p r im a r y
s l u d g e s o u r c e s i n c r e a s e d c o n t i n u o u s l y u p t o e i gh t d a y s ( t h e l o n g e s t i n c u b a t i o n t i m e e v a l u a t e d ;
B a n i s t e r a n d P r e t o r i u s , 1 9 9 8) .
2 . 3 . 2 p H
Wh i l e t h e u s e o f a s h o r t S R T i n a f e r m e n t e r c a n m i n i m i z e t h e c o n s u m p t i o n o f V F A s b y
m e t h a n o g e n s , i t i s t h e l o w p H t y p i c a l l y o b s e r v e d i n f e r m e n t e r s t h a t i s p r o b a b l y r e s p o n s i b l e f o r
t h e a p p a r e n t im p r o v e m e n t i n h y d r o l y s i s a n d/ o r f e r m e n t a t i o n r e a c t i o n s i n t w o
- p h a s e a n a e r o b i c
d i g e s t i o n c o m p a r e d t o c o n v e n t i o n a l a n a e r o b i c d i g e s t i o n . E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m ( 19 9 4 c )
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f o u n d t h a t t h e o p t i m u m p H f o r h y d r o l y s i s v a r i e d f o r d i f f e r e n t f r a c t i o n s o f p r i m a r y s l u d g e .
P r o t e i n d e g r a d a t i o n w a s s u b s t a n t i a l l y h i g h e r a t p H 4 . 5 t h a n a t p H 5 . 1 o r 6 . 1 ; l i p i d d e g r a d a t i o n
w a s h i g h e r a t p H 4 . 5 a n d 5 . 1 t h a n a t p H 6 . 1 ; a n d m a x i m u m c a r b o h y d r a t e d e g r a d a t i o n
o c c u r r e d a t p H 6 . 1 . T h e o p t i m u m pH t h e r e f o r e c o u l d b e e x p e c t e d t o b e b e t w e e n t h e s e v a l u e s ,
a n d w o u l d d e p e n d o n t h e r e l a t i v e c o n c e n t r a t i o n s o f e a c h s o l i d f r a c t i o n . G h o s h ( 19 8 7 )
o b s e r v e d m a x im u m V F A p r o d u c t i o n f r o m p r im a r y s l u d g e f e r m e n t a t i o n a t p H 5 . 5 . I n a n o t h e r
s t u d y , o p t i m u m V FA f o r m a t i o n f r o m p r i m a r y s l u d g e o c c u r r e d a t a p H o f 6 . 7 (E a s t m a n a n d
F e r g u s o n , 19 8 1) .
T h e a c t i v i t y o f m e t h a n o g e n s i s k n o w n t o d e c r e a s e s u b s t a n t i a l l y w i t h d e c r e a s e s i n p H
(E a s tm a n a n d F e r g u s o n , 1 9 8 1 ; G h o s h , 19 8 7 ; C h y i a n d D a g u e , 1 9 9 4 ) . T h u s , i t s h o u l d b e
p o s s i b l e t o o p e r a t e f e r m e n t e r s a t l o n g e r r e t e n t i o n t i m e s w h i l e s t i l l p r e c l u d i n g m e t h a n o g e n e s i s
b y m a i n t a i n i n g l o w p H . E a s t m a n a n d F e r g u s o n (19 8 1) o b s e r v e d t h i s e f f e c t du r i n g t h e
f e r m e n t a t i o n o f p r i m a r y s l u d g e , b u t C h y i a n d D a g u e ( 1 9 9 4 ) d i d n o t o b s e r v e i t d u r i n g t he
f e r m e n t a t i o n o f c e l l u l o s e . I n a n a e r o b i c l a b o r a t o r y r e a c t o r s t r e a t i n g p r i m a r y s l u d g e a t S R T s o f
t h r e e t o 15 d a y s , t h e p H r e m a i n e d b e l o w 5 . 0 a t SR T s o f t h r e e t o e i gh t d a y s ; m e t h a n o g e n e s i s
w a s m i n i m i z e d o v e r t h e s a m e r a n g e o f S R T s , b u t t h e r e w a s l i t t l e d i f f e r e n c e i n V F A f o r m a t i o n
b e t w e e n t h e t h r e e - d a y SR T a n d t h e e i g h t - d a y S R T (M i r o n e t a l , 2 0 0 0 ) .
2 . 3 . 3 E f f e c t s o f o x y g e n
A s n o t e d a b o v e
,
t h e f o r m a t i o n o f V F A s c a n b e o p t i m i z e d i n p a r t b y m i n i m i z i n g t h e i r
c o n s u m p t i o n b y m e t h a n o g e n s . A s s t r i c t a n a e r o b e s , m e t h a n o ge n s c a n b e e x p e c t e d t o b e
i n h i b i t e d b y o x y g e n (Z i t o m e r , 1 9 9 8 ) . T h e e x t e n t t o w h ic h o x y g e n i r r e v e r s i b l y d a m a g e s a
m e t h a n o g e n i c p o p u l a t i o n d e p e n d s o n t he d u r a t i o n o f i t s e x p o s u r e t o o x y g e n (P e t e r s e n e t a l . ,
1 9 9 8 ) .
I n a d d i t i o n t o t h e p o t e n t i a l u s e o f p H c o n t r o l t o i n h i b i t m e t h a n o g e n e s i s d u r i n g
f e r m e n t a t i o n , e x p o s i n g f e r m e n t i n g s l u d ge t o l im i t e d a m o u n t s o f o x y ge n c o u l d , i n p r i n c i p l e ,
r e p r e s e n t a s i m i l a r c o n t r o l s t r a t e g y t o o p t i m i z e V F A p r o d u c t i o n . T h e a d d i t i o n o f
s t o i c h i o m e t r i c a l l y l i m i t i n g a m o u n t s o f o x y g e n h a s , i n f a c t , b e e n s h o w n t o p r o d u c e h i g h
c o n c e n t r a t i o n s o f V F A s i n t h e r m o p h i l i c
"
a e r o b i c
"
d i g e s t i o n o f p r i m a r y s l u d g e (C h u e t a l ,
19 9 6 ; F o t h e r g i l l a n d M a v i n i c , 2 0 0 0 ) . T h e f r a c t i o n o f a c e t a t e t o t o t a l V F A s i n t h e s e p r o c e s s e s
h a s b e e n o b s e r v e d t o b e o n t h e o r de r o f 8 0 - 9 5% (F o t h e r gi l l a n d M a v i n i c , 2 0 0 0 ) , a m u c h
h i gh e r f r a c t i o n t h a n i n s t r i c t l y a n a e r o b i c (f e r m e n t a t i v e ) p r o c e s s e s .
2 . 3 . 4 M i x i n g
L i t t l e w o r k h a s b e e n d o n e o n t h e e f f e c t s o f m i x i n g o n V F A f o r m a t i o n . B a n i s t e r a n d
P r e t o r i u s ( 19 9 8 ) f o u n d t h a t , i n b a t c h t e s t s , m o r e V F A s w e r e p r o d u c e d f r o m t h e s a m e s l u d g e
u n d e r u n m i x e d t h a n u n d e r m i x e d c o n d i t i o n s . E x p l a n a t i o n s f o r t h i s p h e n o m e n o n w o u l d b e
s p e c u l a t i v e g i v e n t h e l i m i t e d e x p e r i m e n t a l w o r k o n m i x i n g . H o w e v e r , i t h a s b e e n p r o p o s e d
t h a t h y d r o l y s i s m a y b e e n h a n c e d u n d e r r e l a t i v e l y u n m i x e d c o n d i t i o n s (B a n i s t e r a n d P r e t o r i u s ,
19 9 8 ) (e . g . , b y p e r m i t t i n g p r o l o n g e d c o n t a c t b e t w e e n s o l i d s u b s t r a t e s a n d t h e e n z y m e s
r e s p o n s i b l e f o r h y d r o l y z i n g t h e m ) o r t h a t m i x i n g i n c r e a s e s t h e i n h i b i t i o n o f h y d r o l y s i s o r
f e r m e n t a t i o n r e a c t i o n s b y t h e V F A s o r o t h e r c o m p o u n d s i n t h e l i q u i d p h a s e ( S k a l s k y a n d
D a i g g e r , 1 9 9 5 ) .
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T h e r e a r e s e v e r a l r e a s o n s w h y t h e d i s t r i b u t i o n o f i n di v i d u a l V F A s i n f e r m e n t a t i o n
p r o c e s s e s m a y b e im p o r t a n t . S i n c e t h e V F A s a r e b e i n g u s e d b y O W A SA i n t h e B P R p r o c e s s
a n d m a y b e u s e d f o r d e n i t r i fi c a t i o n , t h e e f f e c t s o f t h e i n d i v i d u a l V F A s o n t h e s e p r o c e s s e s
m u s t b e u n d e r s t o o d . I n a s t u d y i n w h i c h d i f f e r e n t V F A s w e r e c o m p a r e d f o r t h e i r e f f e c t s o n
p h o s p h o r u s r e m o v a l , m o s t o f t h e V F A s t e s t e d h a d s im i l a r e f f e c t s b u t p r o p i o n a t e s e e m e d t o
h a v e a n e g a t i v e i m p a c t o n B P R (R a n d a l l e t a i , 19 9 7 ) . I n a c o m p a ri s o n o f c a r b o n s o u r c e s f o r
de n i t r i f i c a t i o n (H a l l i n a n d P e l l , 1 9 9 8 ) , t h e r a t e o f d e n i t r i f i c a t i o n w a s gr e a t e r w i t h a c e t a t e t h a n
w i t h b u t y r a t e , p r o p i o n a t e , o r m e t h a n o l . I n a n o t h e r s t u d y , a c e t a t e a n d a n a e r o b i c d i g e s t e r
s u p e r n a t a n t (p r e s u m a b l y r i c h i n V F A s ) s u p p o r t e d d e n i t r i f i c a t i o n a t h i g h n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n s
a n d l e d t o l e s s a c c u m u l a t i o n o f n i t r i t e t h a n w h e n m e t h a n o l w a s t h e c a r b o n s o u r c e (B i l a n o v i c
e t a i , 19 9 9 ) .
T he r e l a t i v e d i s t r i b u t i o n o f i n d i v i d u a l V F A s
,
s u c h a s a c e t a t e o r p r o p i o n a t e , i n
f e r m e n t a t i o n p r o c e s s e s h a s b e e n o b s e r v e d t o d e p e n d o n t h e S R T , p H a n d t e m p e r a t u r e . I t i s
d i f f i c u l t t o dr a w ge n e r a l c o n c l u s i o n s a b o u t a n y o f t h e s e f a c t o r s , h o w e v e r . T h e p r o p o r t i o n o f
p r o p i o n a t e r e l a t i v e t o a c e t a t e a n d o t h e r V F A s i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g r e s i d e n c e t i m e s w h e n
p r i m a r y s l u d g e (E a s tm a n a n d F e r g u s o n , 1 9 8 1 ) o r s y n t h e t i c s u b s t r a t e s (H a n a k i e t a l , 1 9 87 ;
Z h a n g a n d N o i k e , 1 9 94 ) w e r e f e r m e n t e d . A t a f i x e d SR T , t h e f r a c t i o n o f p r o p i o n a t e
d e c r e a s e d a n d t h a t o f a c e t a t e i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g H R T d u ri n g t h e f e r m e n t a t i o n o f
p r im a r y s l u d g e (E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m , 19 9 4 b ) . I n c o n t r a s t , t h e r e l a t i v e p r o d u c t i o n o f b o t h
o f t h e s e a c i d s d e c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g SR T a t a f i x e d H R T (E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m ,
19 9 4 a ) .
1 1
T h e r e i s l i m i t e d i n f o r m a t i o n o n V F A d i s t r i b u t i o n a s a f u n c t i o n o f p H . T h e r a t i o o f a c e t a t e
t o p r o p i o n a t e h a s b e e n o b s e r v e d t o i n c r e a s e w i t h i n c r e a s i n g p H (f r o m 5 . 2 t o 6 . 8 ) d u r i n g t h e
f e r m e n t a t i o n o f p r i m a r y s l u d g e (E a s t m a n a n d F e r g u s o n , 1 9 8 1) a n d p u r e c e l l u l o s e (C h y i a n d
D a g u e , 1 9 9 4 ) . W h e n a s y n t h e t i c m i x t u r e o f c o m p l e x s u b s t r a t e s w a s f e r m e n t e d , t h e p r o p o r t i o n
o f a c e t a t e t o p r o p i o n a t e d e c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g p H ( H a n a k i e t a l , 1 9 8 7 ) .
C h a n g e s i n t e m p e r a t u r e o v e r a f a i r l y n a r r o w r a n g e (27
- 4 0
°
C ) c a n h a v e a s i g n i f i c a n t
i n f l u e n c e o n V F A d i s t r i b u t i o n d u r i n g f e r m e n t a t i o n ( J o u b e r t a n d B r i t z , 1 9 8 7 ) . A c e t a t e ,
p r o p i o n a t e , a n d b u t y r a t e e a c h h a d a u n i q u e t e m p e r a t u r e i n t h i s r a n ge a t w h i c h i t s p r o du c t i o n
w a s m a x i m i z e d . I n a c o m p a r i s o n o f m e s o p h i l i c ( 3 5
° C ) a n d t h e r m o p h i l i c ( 5 5
° C )
f e r m e n t a t i o n p r o c e s s e s , t h e r a t i o o f a c e t a t e t o p r o p i o n a t e w a s s l i g h t l y h i g h e r a t t h e h i g h e r
t e m p e r a t u r e (G h o s h , 19 87 ) .
2 . 5 R e l a t i o n s h i p B e t w e e n S o l u b l e C O D a n d V F A s
T h e d i s t r i b u t i o n o f i n d i v i d u a l V F A s a l s o a f f e c t s t h e t o t a l c h e m i c a l o x y g e n d e m a n d (C O D )
i n t h e s u p e r n a t a n t f r o m f e r m e n t a t i o n p r o c e s s e s . T h e C O D l o a d f r o m f e r m e n t a t i o n w o u l d b e
p a r t i c u l a r l y i m p o r t a n t f o r d e n i t r i f i c a t i o n , b e c a u s e t h e r e i s a fi x e d s t o i c h i o m e t r y b e t w e e n
n i t r a t e r e m o v a l a n d C O D r e m o v a l . C O D e qu i v a l e n t s a n d n i t r a t e - n i t r o ge n r e m o v a l p o t e n t i a l
o f t h e m o s t c o m m o n V F A s fo u n d i n f e r m e n t a t i o n p r o c e s s e s a r e l i s t e d i n T a b l e 1 .
1 2
T a b l e 1 . R e l e v a n t p r o p e r t i e s o f t h e m o s t c o m m o n V F A s f o u n d i n s l u d g e f e r m e n t a t i o n
p r o c e s s e s .
A c i d F o r m u l a M o l . W t .
E q u i v a l e n t s
:e t i c A c i d
(g /g ) (m o l / m o l ) (g / g )
a s A c
^
C O D e q u i v a l e n t s
D e n i t r i fi c a t i o n
P o t e n t i a l
*^
( g N 0 3
-
- N / g )
a c e t i c C 2H 4O 2 6 0
p r o p i o n i c C 3 H 6O 2 7 4
b u t y r i c o r
i s o b u t y r i c C 4 H 8O 2 8 8
v a l e r i c C 5H 10O 2 10 2
1 . 0 0
0 . 8 1 1
0 . 6 82





1 . 0 6 7
1. 5 14
1. 8 18
2 . 0 3 9
0 . 3 7 3
0 . 5 30
0 . 6 3 6
0 . 7 14
*
T h e m a s s o f a c e t i c a c i d t h a t w o u l d c o n s u m e t h e s a m e a m o u n t o f a l k a l i n i t y a s 1 g o f a c i d
i n d i c a t e d .
M o l e s o r m a s s o f o x y g e n c o n s u m e d p e r m o l e o r m a s s , r e s p e c t i v e l y , o f a c i d .
I n de n i t r i f i c a t i o n
,
1 g o f C O D c o n s u m e s 0 . 3 5 g N O 3 - N .
N o t a l l o f t h e s o l u b l e C O D t h a t i s g e n e r a t e d d u r i n g f e r m e n t a t i o n i s i n t h e f o r m o f V F A s .
T h e f r a c t i o n o f V F A - C O D t o t o t a l C O D f r o m t h e f e r m e n t a t i o n o f p r i m a r y s l u d g e h a s v a r i e d
b e t w e e n s t u d i e s . I n s e v e r a l s t u d i e s , V F A s r e p r e s e n t e d a t l e a s t 8 4% o f t h e t o t a l d i s s o l v e d
C O D (E a s tm a n a n d F e r g u s o n , 1 9 8 1 ; C h r i s t e n s s o n e t a l . , 1 9 9 8 ; M o s e r - E n g e l e r e t a i , 1 9 9 9 ) . I n
a s t u d y o n f e r m e n t a t i o n s y s t e m s i n w h i c h H R T a n d S R T w e r e c o n t r o l l e d s e p a r a t e l y , V F A s
r e p r e s e n t e d b e t w e e n 4 0 % a n d 6 9% o f t h e d i s s o l v e d C O D , d e p e n d i n g o n t h e o p e r a t i n g
c o n d i t i o n (E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m , 19 9 4 a ; E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m , 19 9 4 b ) . G h o s h e t a l .
( 19 7 5 ) r e p o r t e d t h a t t h e V F A - C O D w a s a p p r o x i m a t e l y 6 8 % o f t h e t o t a l d i s s o l v e d C O D i n a
fe r m e n t e r o p e r a t e d a t a n S R T o f 13 h o u r s . I n t w o f i e l d - s c a l e d e m o n s t r a t i o n f e r m e n t e r s , V F A s
w e r e r e p o r t e d t o b e 4 5 % o f t h e c a r b o n a c e o u s f i v e - d a y B O D (C B O D 5 ) a f t e r s o l i d s s e p a r a t i o n
(S k a l s k y a n d D a i g g e r , 1 9 9 5 ) ; h o w e v e r m u c h o f t h e C B O D 5 c o u l d h a v e b e e n a t t r i b u t a b l e t o
t h e h i g h s o l i d s c o n c e n t r a t i o n s r e m a i n i n g a f t e r s o l i d s s e p a r a t i o n i n t h a t s t u d y .
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I t s h o u l d a l s o b e n o t e d t h a t t h e g a s e o u s p r o d u c t s H 2 a n d C H 4 r e p r e s e n t f o r m s o f C O D t h a t
w o u l d n o t b e p r e s e n t i n t h e l i q u i d e f f l u e n t f r o m a f e r m e n t e r , a n d t hu s w o u l d n o t b e u s e f u l
f o r m s o f C O D f o r e i t h e r d e n i t r i f i c a t i o n r e a c t i o n s o r b i o l o gi c a l p h o s p h o r u s r e m o v a l .
2 . 6 R e p o r t i n g o f V F A c o n c e n t r a t i o n s a s a c e t i c a c i d
T h e s i m p l e s t a n d m o s t c o m m o n l y u s e d m e t h o d s t o m e a s u r e V F A s i n v o l v e t i t r a t i o n o f a
f i l t e r e d w a s t e w a t e r o r s l u d g e s a m p l e . T i t r a t i o n m e t h o d s d e t e r m i n e t h e a m o u n t o f a c i d ( i n
e q u i v a l e n t s ) r e q u i r e d t o r e du c e t h e p H t o a n e n d p o i n t w e l l b e l o w t h e p K a v a l u e s o f t h e V F A s
i n t h e s a m p l e . T h e c o r r e s p o n d i n g c o n c e n t r a t i o n (i n e q u i v a l e n t s ) c a n t he n b e c o n v e r t e d t o a n
e q u i v a l e n t m a s s c o n c e n t r a t i o n o f a c e t ic a c i d b y m u l t ip l y i n g b y t he e q u i v a l e n t w e i g h t o f a c e t i c
a c i d
,
6 0 g / e q . T h e e q u i v a l e n t c o n c e n t r a t i o n a s a c e t i c a c i d i s s h o w n f o r e a c h o f t h e i n d i v i d u a l
V F A s i n T a b l e 1 .
A s i g n i f i c a n t p r o b l e m w i t h m e a s u r i n g a n d r e p o r t i n g V F A s b y a c e t i c a c i d e q u i v a l e n t s i s
t h a t i t d o e s n o t p r o v i d e t h e m o r e u s e f u l i n f o r m a t i o n o n e q u i v a l e n t C O D c o n c e n t r a t i o n s . I n
f a c t , t h e d i s c r e p a n c y b e t w e e n V F A c o n c e n t r a t i o n a s a c e t ic a c i d a n d t h e c o r r e s p o n d i n g C O D
c o n c e n t r a t i o n i n c r e a s e s a s t h e m o l e c u l a r w e i g h t o f t h e a c i d i n c r e a s e s . F o r e x a m p l e , t h e d a t a
i n T a b l e 1 i n d i c a t e t h a t f o r v a l e r i c a c i d t h e d i f f e r e n c e i s a f a c t o r o f 3 . 2 5 ( 1 m g /L o f v a l e r i c
a c i d i s e q u i v a l e n t t o 0 . 5 8 8 m g / L a s a c e t i c a c i d b u t a l s o c o r r e s p o n d s t o a C O D o f 2 . 0 3 9 m g /L ,
w h e r e a s t h e C O D o f 0 . 5 8 8 m g / L a c e t i c a c i d w o u l d b e 0 . 6 27 m g / L ) .
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2 . 7 P r e v i o u s D a t a o n V FA F o r m a t i o n f r o m P r i m a r y Sl u d g e
A s a b e n c h m a r k f o r t h e e x p e r i m e n t a l w o r k i n t h i s p r o j e c t , d a t a f r o m t h e l i t e r a t u r e o n V F A
f o r m a t i o n p e r u n i t p r im a r y s l u d g e s o l i d s f e d t o t h e f e r m e n t e r a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 2 . T h e
d a t a s h o w n i n T a b l e 2 a r e f o r t o t a l V F A c o n c e n t r a t i o n s ( a s C O D ) r a t h e r t h a n n e t V F A
c o n c e n t r a t i o n s (i . e . , fi n a l V F A s m i n u s t h e V F A s i n t h e i n f l u e n t s l u d g e ) . T h e d a t a a r e r e p o r t e d
t h i s w a y f o r t w o r e a s o n s . F i r s t , n e t V F A f o rm a t i o n w a s n o t r e p o r t e d i n a l l o f t h e s t u d i e s ; a n d
s e c o n d , i t i s t h e t o t a l V F A - C O D l e a v i n g a f e r m e n t e r t h a t i s i m p o r t a n t t o t h e w e t - s t r e a m
b i o l o g i c a l p r o c e s s e s , s o i t s e e m s i r r e l e v a n t w h e t h e r t h e V FA s w e r e f o r m e d i n t he f e r m e n t e r
i t s e l f o r c a m e i n w i t h t h e i n fl u e n t .
T h e r a n g e o f V F A - C O D p r o d u c e d p e r u n i t v o l a t i l e s u s p e n d e d s o l i d s (V S S) i n p r i m a r y
s l u d g e ( r e f e r r e d t o a s t h e V F A y i e l d i n s u b s e q u e n t d i s c u s s i o n ) i s f r o m l e s s t h a n 0 . 1 g V F A -
C O D /g V S S t o 0 . 3 8 g V F A - C O D /g V S S . Wh i l e t h e r e a r e t o o f e w d a t a f r o m w h i c h t o
e s t a b l i s h a n y t r e n d s , i t a p p e a r s t h a t s a m p l e s w i t h i n i t i a l l y h i g h e r V S S c o n c e n t r a t i o n s l e d t o
l o w e r V F A y i e l d s . I n a s i d e - b y - s i d e c o m p a r i s o n o f t h e s a m e s l u d g e f e r m e n t e d u n d e r b a t c h
c o n d i t i o n s a t d i f f e r e n t i n i t i a l s o l i d s c o n c e n t r a t i o n s
.
B a n i s t e r a n d P r e t o r i u s ( 19 9 8 ) o b s e r v e d
t h a t t h e V F A y i e l d d i d i n f a c t d e c r e a s e w i t h i n c r e a s i n g i n i t i a l s o l i d s c o n c e n t r a t i o n . I t h a s b e e n
s u g g e s t e d t h a t t h i s p h e n o m e n o n m a y b e d u e t o i n h i b i t i o n o f e i t h e r h y d r o l y s i s o r f e r m e n t a t i o n
r e a c t i o n s b y t h e V F A s o r o t h e r f e r m e n t a t i o n p r o d u c t s (S k a l s k y a n d D a i g g e r , 19 9 5 ; B a n i s t e r
a n d P r e t o r i u s
,
1 9 9 8 ) , w h i c h w o u l d h a v e t h e p o t e n t i a l t o a c c u m u l a t e t o h i g he r c o n c e n t r a t i o n s
a t h i g h e r i n fl u e n t V S S c o n c e n t r a t i o n s . C a p r o i c a c i d ( a s i x - c a r b o n a c i d ) , f o r e x a m p l e , h a s
b e e n s h o w n t o s t r o n g l y i n h i b i t a c e t o g e n e s i s a n d m e t h a n o g e n e s i s (R i n z e m a e t a l , 1 9 9 4 ) .
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O n l y t h r e e p r e v i o u s s t u d i e s h a v e f o c u s e d o n t o t a l C O D p r o d u c t i o n d u r i n g f e r m e n t a t i o n .
H o w e v e r
,
a s s u m i n g t h a t V FA - C O D r e p r e s e n t s a t l e a s t 5 0 % o f t h e t o t a l s u p e r n a t a n t C O D ( a s
n o t e d a b o v e ) , i t a p p e a r s t h a t t h e m a x i m u m d i s s o l v e d C O D t h a t c a n b e e x p e c t e d f r o m
f e r m e n t a t i o n i s o n t h e o r de r o f 0 . 5 - 0 . 7 g C O D / g V S S f e d .
T a b l e 2 . E f f l u e n t V F A s (a s C O D ) a n d t o t a l d i s s o l v e d C O D f r o m p r im a r y s l u d g e
f e r m e n t a t i o n i n p r e v i o u s s t u d i e s .
R e f e r e n c e
I n fl u e n t
V S S
(g / L )
V F A - C O D p e r
I n fl u e n t V SS
(g / g )
"
T o t a l C O D p e r
I n fl u e n t V S S
(g / g )
'
E a s t m a n a n d F e r g u s o n ( 19 8 1 )
G h o s h ( 19 8 6 )
' ' ' ' '
G h o s h ( 19 8 6)
' ' ' ^
P e r o t a n d A m a r ( 19 8 9 )
**
E l e f s i n i o t i s a n d O l d h a m ( 19 9 3 )
^
S k a l s k y a n d D a i g g e r ( 19 9 5 )
* '
S k a l s k y a n d D a i g g e r ( 19 9 5 )
^
S k a l s k y a n d D a i g g e r ( 19 9 5 )
^
B a n i s t e r a n d P r e t o r i u s ( 1 9 9 8 )
' ' ' '
C h r i s t e n s s o n e t a l . ( 19 9 8 )
**
M i r o n e r a / . ( 2 0 0 0 )










12 - 2 0
1 6
0 . 3 8
0 . 0 5 9
0 . 0 7 7
0 . 2 5
0 . 2 6
0 . 2 8
'
0 . 1 8
**
0 . 0 6
'
0 . 1 8
0 . 2 1
0 . 3 6














U n d e r o p t i m u m c o n d i t i o n s i n a g i v e n s t u d y .
*
L a b s t u d y .
M e s o p h i l i c f e r m e n t e r .
N D = N o t d e t e r m i n e d .
T h e r m o p h i l i c f e r m e n t e r .
M e t h o d o f m e a s u r i n g V F A s n o t r e p o r t e d ; r e p o r t e d V F A c o n c e n t r a t i o n s a s s u m e d t o b e
a s a c e t i c a c i d .
^
F u l l - s c a l e p l a n t .
h
A v e r a g e o v e r tw o m o n t h s .
'
A v e r a g e o v e r f o u r m o n t h s .
^ S i x - d a y b a t c h t e s t , u n s e e d e d s l u d g e .
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2 . 8 OWA SA ' S Fu l l - s c a l e F e i i m e n t e r
T h e f u l l - s c a l e f e r m e n t e r i s a p h y s i c a l l y c o m p l e x s y s t e m c o n s i s t i n g o f a n i n n e r t a n k a n d a n
o u t e r a n n u l u s t h a t i s h y d r a u l i c a l l y c o u p l e d t o t h e i n n e r t a n k t h r o u g h f o u r r e c t a n g u l a r o p e n i n g s
(6 i n . X 8 i n . ) a t t h e b o t t o m o f t h e i n n e r t a n k w a l l . S l u d g e f r o m t h e p r i m a r y c l a r i f i e r s i s
p u m p e d i n t e r m i t t e n t l y ( a p p r o x i m a t e l y 3 - 5 m i n u t e s e v e r y 1 5 m i n u t e s ) i n t o t h e o u t e r a n n u l u s ,
w h i l e f e r m e n t e d s l u d g e f r o m t h e i n n e r t a n k i s p u m p e d c o n t i n u o u s l y i n t o t he o u t e r a n n u l u s .
T h e c o m b i n e d p r i m a r y a n d f e n n e n t e d s l u d g e i s m i x e d i n t h e o u t e r a n n u l u s i n t e r m i t t e n t l y w i t h
a j e t m i x i n g d e v i c e . A n o t h e r j e t m i x e r i s u s e d t o m i x t h e i n n e r t a n k t w i c e a d a y , w i t h a c y c l e
o f t w o h o u r s o n , t e n h o u r s o f f . W h e n t h e m i x e r i n t h e i n n e r t a n k i s o f f , s u p e r n a t a n t f r o m t h e
i n n e r t a n k i s p u m p e d t o t h e a c t i v a t e d s l u d g e s y s t e m f o r u s e i n t h e B P R p r o c e s s . F e r m e n t e d
s l u d g e f r o m t h e i n n e r t a n k i s p u m p e d t o t h e a n a e r o b i c d i g e s t e r s .
T h e o p e r a t i n g s c h e m e d e s c r i b e d a b o v e s u g g e s t s t h a t t h e SR T i n t h e f e r m e n t e r i s l o n g e r
t h a n t h e H R T , a l t h o u g h i t w o u l d b e d i f fi c u l t t o e s t i m a t e t h e a c t u a l s o l i d s r e t e n t i o n t i m e
w i t h o u t d a t a o n t h e r e l a t i v e r a t e s o f s o l i d s r e c y c l e a n d w a s t i n g t o t h e d i ge s t e r s . T h e n o m i n a l
h y d r a u l i c r e s i d e n c e t i m e f o r t h e f e r m e n t e r ( b a s e d o n t h e c o m b i n e d i n n e r a n d o u t e r v o l u m e s )
i s 1 . 2 d a y s . T o a c h i e v e t h e t a r g e t H R T , O WA S A p u m p s s l u d g e f r o m t h e p r i m a r y c l a r i f i e r s a t
a r e l a t i v e l y h i g h r a t e . B e c a u s e o f t h i s h i g h p u m p i n g r a t e , t h e s o l i d s c o n c e n t r a t i o n i n t h e
i n f lu e n t t o t h e f e r m e n t e r i s d i l u t e c o m p a r e d t o c o n v e n t i o n a l p r i m a r y s l u d g e . T h e t e m p e r a t u r e
o f t h e fe r m e n t e r i s n o t c o n t r o l l e d .
1 7
3 . E x p e r im e n t a l M e t h o d s
3 . 1 B a t c h D i g e s t i o n
T h e i n i t i a l p a r t o f t h e e x p e r im e n t a l p r o g r a m w a s d e s i g n e d t o e v a l u a t e t h e m a x i m u m V F A
f o r m a t i o n p o t e n t i a l f r o m OWA SA
'
s p r im a r y s l u d g e . T he V F A f o r m a t i o n p o t e n t i a l w a s
e v a l u a t e d i n b a t c h t e s t s a s p r o p o s e d b y L i e a n d W e l a n d e r ( 19 9 7 ) u s i n g p r i m a r y s l u d g e
s a m p le s c o l l e c t e d f r o m t h e M a s o n F a r m t r e a t m e n t p l a n t a t v a r i o u s t i m e s . W e a l s o c o n d u c t e d
e x p e r i m e n t s t o e v a l u a t e t h e e f f e c t o f p H o n V F A f o r m a t i o n , a s p H c o n t r o l i s o n e p o t e n t i a l
m e a n s o f i n f l u e n c i n g V F A f o r m a t i o n a t f u l l s c a l e .
S e v e r a l e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d t o e v a l u a t e t h e e f f e c t s o f s e l e c t i v e l y i n h i b i t i n g
m e th a n o ge n e s i s a n d s u l f a t e r e d u c t i o n , a s b o t h o f t h e s e p r o c e s s e s c a n r e d u c e n e t V F A
p r o d u c t i o n b y c o n s u m i n g V F A s . I n s o m e e x p e r im e n t s , m e t h a n o g e n e s i s w a s i n h i b i t e d b y
a d d i n g t h e s e l e c t i v e i n h i b i t o r b r o m o e t h a n e s u l f o n i c a c i d (B E S A ) a n d s u l f a t e r e d u c t i o n w a s
i n h i b i t e d b y a d d i n g s o d i u m m o l y b d a t e . W h i l e s u c h i n h i b i t o r s w o u l d n o t b e u s e d i n fu l l - s c a l e
t r e a t m e n t p r o c e s s e s , i t w a s t h o u g h t t h a t b y m i n i m i z i n g t h e c o n s u m p t i o n o f V F A s i n t h e s e
e x p e r im e n t s w e w o u l d o b t a i n m a x i m u m V F A f o r m a t i o n p o t e n t i a l d a t a a g a i n s t w h i c h o t h e r
e x p e r im e n t s c o u l d b e c o m p a r e d . I n a n o t h e r e x p e r im e n t , w e e v a l u a t e d t h e p o t e n t i a l t o i n h i b i t
m e t h a n o g e n e s i s b y e x p o s i n g t h e s l u d g e t o a i r o r h y d r o g e n p e r o x i d e .
3 . 2 B a t c h T e s t s o f V F A F o r i vI a t i o n P o t e n t i a l
B a t c h t e s t s w e r e i n i t i a t e d o n t h e d a y o f s a m p l i n g b y a d d i n g 15 m l o f s l u d g e t o r e p l i c a t e 6 0
m l s e r u m b o t t l e s . A m e n dm e n t s , i f a n y , w e r e a d d e d t o t he b o t t l e s f r o m s t o c k s o l u t i o n s a n d t h e
l i q u i d v o l u m e o f a l l b o t t l e s w a s m a d e u p t o 3 0 m l w i t h r e a g e n t w a t e r o r b u f f e r . T h e
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h e a d s p a c e v o l u m e i n e a c h b o t t l e w a s a p p r o x i m a t e l y 2 8 m l . A l l b o t t l e s w e r e p u r g e d w i t h a
m i x t u r e o f N 2/ C O 2 (9 0 % : 10 % b y v o l u m e ) u n l e s s o t h e r w i s e n o t e d , c l o s e d w i t h a s e p t u m ,
c r i m p - s e a l e d , a n d p r e s s u r i z e d t o 5 p s i g . I n g e n e r a l , e a c h s l u d g e s a m p l e w a s a n a l y z e d f o r t o t a l
s u s p e n de d s o l i d s (T S S ) a n d v o l a t i l e s u s p e n d e d s o l i d s (V SS ) i n t r i p l i c a t e a n d e a c h
e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n w a s c o n d u c t e d i n t r i p l i c a t e . A l l b o t t l e s w e r e i n c u b a t e d o n a r o l l e r
a p p a r a t u s i n a l a b o r a t o r y i n c u b a t o r a t 2 0
° C . U n l e s s n o t e d o t h e r w i s e
,
n o n e o f t h e b o t t l e s i n
t h e b a t c h e x p e r i m e n t s w a s i n o c u l a t e d w i t h a c t i v e l y f e r m e n t i n g b i o m a s s .
S a m p l e s f o r V F A a n a l y s i s i n a l l b a t c h e x p e r i m e n t s w e r e c o l l e c t e d b y c e n t r i f u g i n g t h e
c l o s e d b o t t l e s a t 5 0 0 0 r e v o l u t i o n s p e r m i n u t e f o r 10 m i n u t e s a n d r e m o v i n g a n a l i q u o t o f
s u p e r n a t a n t ( ~ 1 m l ) b y s y r i n g e . E a c h s a m p l e w a s f i l t e r e d t h r o u g h a 1 |j m g l a s s f i b e r f i l t e r
b e f o r e b e i n g d i l u t e d i n t o a 0 . 0 3 M o x a l i c a c i d s o l u t i o n (80 % o x a l i c a c i d / 2 0% fi l t e r e d s a m p l e )
a n d s t o r e d a t 4 ° C b e f o r e G C a n a l y s i s . V F A c o n c e n t r a t i o n s w e r e c o n v e r t e d t o C O D
c o n c e n t r a t i o n s b y u s i n g t h e c o n v e r s i o n f a c t o r s l i s t e d i n T a b l e 1 .
S a m p l e s f o r m e t h a n e c o m p o s i t i o n i n t h e h e a d s p a c e o f t h e b o t t l e s w e r e c o l l e c t e d w i t h a
g a s - t i g h t s y r i n g e (5 0 |J L ) , a n d t h e m e t h a n e c o n t e n t d e t e r m i n e d b y g a s c h r o m a t o g r a p h y (G C ) .
B e f o r e c o l l e c t i n g t h e s a m p l e , t h e p r e s s u r e i n t h e h e a d s p a c e w a s m e a s u r e d w i t h a p r e s s u r e
t r a n s d u c e r . T h e c o m b i n e d p r e s s u r e a n d m e t h a n e c o n t e n t d a t a w e r e u s e d t o d e t e r m i n e t h e t o t a l
m a s s o f m e t h a n e i n t h e h e a d s p a c e . M e t h a n e C O D w a s d e t e r m i n e d b y m u l t i p l y i n g t h e m a s s o f
m e t h a n e b y 4 . 0 g C O D / g C H 4 . T h e m e t h a n e C O D w a s t h e n c o n v e r t e d t o a n e qu i v a l e n t
l i q u i d
-
p h a s e C O D c o n c e n t r a t i o n f o r c o m p a r i s o n t o V F A
- C O D .
Sa m p l e s f o r f i n a l p H a n d r e s i d u a l V S S a n a l y s i s r e q u i r e d s a c r i f i c i n g t h e b o t t l e s . F o r
e x p e r i m e n t s i n w h i c h p H a n d V S S w e r e f o l l o w e d o v e r t im e , e n o u g h r e p l i c a t e b o t t l e s w e r e
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p r e p a r e d a t a g i v e n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n t o p e r m i t s a c r i f i c i n g t r i p l i c a t e b o t t l e s a t e a c h t i m e
p o i n t .
3 . 2 . 1 V F A F o r m a t i o n P o t e n i i a l - C o n t r o l l i n g p H
I n t h e fi r s t e x p e r i m e n t s i n v / h i c h t h e e f f e c t s o f p H w e r e e v a l u a t e d , w e u s e d a p h o s p h a t e
b u f f e r ( 10 0 m M ) t o c o n t r o l t h e p H o f t h e s l u d g e s a m p l e s . A p H r a n g e o f 5 . 5 t o 7 . 5 i n 0 . 5
i n c r e m e n t s w e r e e v a l u a t e d i n a n u mb e r o f e x p e r i m e n t s t o d e t e r m i n e t h e e f f e c t s o f p H o n V F A
f o r m a t i o n p o t e n t i a l . T h e b u f f e r s o l u t i o n w a s p r e p a r e d u s i n g p r e d e t e r m i n e d p o r t i o n s o f 0 . 2 M
m o n o b a s i c s o d i u m p h o s p h a t e a n d 0 . 2 M d i b a s i c s o d i u m p h o s p h a t e , d e p e n d i n g o n t h e d e s i r e d
p H . Wh i l e p h o s p h a t e t e n d e d t o m a i n t a i n t h e d e s i r e d p H f o r u p t o s e v e r a l w e e k s , i t a l s o l e d t o
t h e p r e c i p i t a t i o n o f p h o s p h a t e s a l t s t h a t w e r e m e a s u r a b l e a s v o l a t i l e s o l i d s . T h u s , w e w e r e
u n a b l e t o e v a l u a t e V SS d e s t r u c t i o n i n t h e s e e x p e r i m e n t s . I n s u b s e q u e n t e x p e r im e n t s w e u s e d
a b i c a r b o n a t e b u f f e r (3 5 m M s o d i u m b i c a r b o n a t e ) a n d 0 . 1 N h y d r o g e n c h l o r i d e t o a dj u s t t h e
p H o f t h e s l u d g e s a m p l e s . H o w e v e r , t h e b i c a r b o n a t e b u f f e r w a s t o o w e a k a n d w a s u n a b l e t o
m a i n t a i n t h e p H a t t h e i n i t i a l v a l u e . T hu s , i n t h e s e e x p e r i m e n t s w e c a n o n l y d r a w c o n c l u s i o n s
r e g a r d i n g t h e i n f lu e n c e o f t h e i n i t i a l p H o n t h e o b s e r v e d r e s u l t s .
3 . 2 . 2 E f f e c t o f O x y g e n o n M e t h a n o g e n e s i s a n d V F A F o r m a t i o n
F o r t h e e x p e r i m e n t i n w h i c h e x p o s u r e t o a i r o r h y d r o g e n p e r o x i d e w a s e v a l u a t e d , fi v e s e t s
o f b o t t l e s w e r e p r e p a r e d . O n e s e t o f b o t t l e s , w h i c h s e r v e d a s c o n t r o l s , c o n t a i n e d N 2 i n t h e
h e a d s p a c e a n d a n o t h e r s e t c o n t a i n e d a i r i n t h e h e a d s p a c e , w h i c h s h o u l d t r a n s l a t e t o
a p p r o x i m a t e l y 0 . 2 m m o l o f O 2 i n t h e b o t t le . T h r e e a d d i t i o n a l s e t s c o n t a i n e d N 2 i n t h e
2 0
h e a d s p a c e b u t w e r e s u p p l e m e n t e d w i t h h y d r o g e n p e r o x i d e a t t h r e e d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s ,
0 . 4 m m o l , 0 . 2 m m o l , a n d 0 . 1 m m o l . I f t h e a d d i t i o n o f o x y g e n w a s t o i n h i b i t m e t h a n o g e n e s i s ,
i t w a s a n t i c i p a t e d t h a t i t w o u l d o n l y d o s o f o r a l im i t e d a m o u n t o f t im e . T h e r e f o r e , l o n g
i n c u b a t i o n t i m e s w e r e a v o i d e d i n t h i s e x p e r i m e n t a n d a l a r g e s e e d o f m i x e d l i q u o r w a s a d d e d
t o t h e b o t t l e s (2 5% f e r m e n t e d s l u d g e / 7 5% p r i m a r y s l u d ge ) . A l l b o t t l e s w e r e i n o c u l a t e d w i t h
7 . 5 m l o f m i x e d l i q u o r f r o m t h e c o n t i n u o u s l a b o r a t o r y f e r m e n t e r p r i o r t o p u r g i n g t h e
h e a d s p a c e w i t h t h e r e l e v a n t h e a d s p a c e g a s . Si x s e t s o f b o t t l e s f o r t h e f i v e d i f f e r e n t c o n d i t i o n s
w e r e p r e p a r e d . T r i p l i c a t e b o t t l e s f o r e a c h c o n d i t i o n w e r e t e s t e d f o r p r e s s u r e a n d C H 4 i n t h e
h e a d s p a c e , p H , V F A s , V S S , a n d T S S a t f o u r d a y s , a n d a s e c o n d s e t o f t r i p l i c a t e s w a s
a n a l y z e d f o r t h e s a m e p a r a m e t e r s a t 1 0 d a y s .
3 . 3 C o n t i n u o u s - f l o w F e r m e n t e r
T h e l a b o r a t o r y f e r m e n t e r c o n s i s t e d o f a 1 L (w o r k i n g v o l u m e ) j a c k e t e d g l a s s v e s s e l o n
w h i c h w a s m o u n t e d a h e a d p l a t e d e s i g n e d t o k e e p t h e v e s s e l c l o s e d t o t h e a m b i e n t
a t m o s p h e r e . T h e h e a d p l a t e s u p p o r t e d a m i x e r t h a t p r o v i d e d c o m p l e t e m i x i n g o f t h e
f e r m e n t e r , a n d c o n t a i n e d p o r t s f o r i n f l u e n t s l u d g e , e f f l u e n t ( f e r m e n t e d ) s l u d g e a n d g a s . T h e
g a s p o r t w a s c o n n e c t e d w i t h t y g o n ® t u b i n g t o a g a s c o l l e c t i o n b o t t l e ; u n f o r t u n a t e l y , p r o b l e m s
w i t h t h e g a s c o l l e c t i o n s y s t e m p r e c l u d e d t h e a c c u r a t e m e a s u r e m e n t o f g a s p r o d u c t i o n . A
c o n s t a n t - t e m p e r a t u r e c i r c u l a t o r w a s u s e d t o c i r c u l a t e w a t e r t h r o u g h t h e r e a c t o r j a c k e t t o
m a i n t a i n a c o n s t a n t t e m p e r a t u r e o f 2 0
° C .
F e e d s l u d g e f o r t h e c o n t i n u o u s f l o w s t u d y w a s o b t a i n e d b y c o l l e c t i n g i n a d r u m
a p p r o x i m a t e l y 12 0 L o f s l u d g e f r o m t h e p r im a r y c l a r i fi e r u n de r f l o w a t t h e M a s o n F a r m p l a n t .
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T h e d r u m w a s t r a n s p o r t e d t o t h e l a b o r a t o r y a n d a m i x e r w a s m o u n t e d o n t h e d r u m t o p r o v i d e
c o n t i n u o u s m i x i n g w h i l e p r o c e s s i n g t h e s l u d g e f u r t h e r . B a t c h e s o f a p p r o x im a t e l y 4 L w e r e
p u m p e d f r o m t h e d r u m i n t o a l a r g e W a r i n g b l e n d e r c u p , t h e n t h e s l u d g e w a s b l e n d e d f o r
a p p r o x i m a t e l y o n e m i n u t e . T h e b l e n d e d s l u d g e w a s t h e n d i s p e n s e d i n t o 9 50 m l p l a s t i c
c o n t a i n e r s a n d p l a c e d i n a f r e e z e r . T h e V S S c o n c e n t r a t i o n o f t h e f e e d s l u d g e w a s 9 , 6 60 ± 9 3 0
m g / L ( f r o m t r i p l i c a t e m e a s u r e m e n t s o n e a c h o f f o u r d i f f e r e n t f r o z e n a l i qu o t s ) a n d t h e T SS
c o n c e n t r a t i o n w a s 1 2
,
2 0 0 ± 1
,
2 7 0 m g /L . T h e f e e d s l u d g e a l s o c o n t a i n e d m e a s u r a b l e
c o n c e n t r a t i o n s o f a c e t i c a c i d (2 3 1 m g/L a s C O D ) , p r o p i o n i c a c i d ( 1 14 m g/ L a s C O D ) a n d
b u t y r i c a c i d (3 3 m g / L a s C O D ) .
F r o z e n a l i qu o t s o f s l u d ge w e r e t h a w e d a s n e e d e d , b l e n de d , a n d p l a c e d i n t o a 2 L
E r l e n m e y e r f l a s k w h i c h s e r v e d a s a f e e d r e s e r v o i r f o r t h e c o n t i n u o u s f e r m e n t e r . T h e f e e d
r e s e r v o i r w a s p l a c e d i n a n i n s u l a t e d c o o l e r w h i c h w a s f i l l e d w i t h i c e d a i l y . S l u d g e w a s
p u m p e d f r o m t h e f e e d r e s e r v o i r i n t e r m i t t e n t l y a t a n i n s t a n t a n e o u s r a t e o f 2 0 m l / m i n , a n d a
s e c o n d p u m p w a s u s e d t o r e m o v e e f f l u e n t f r o m t h e f e r m e n t e r a t t h e s a m e f l o w r a t e , d u r a t i o n
a n d f r e q u e n c y a s t h e f e e d p u m p . F o r e a c h p u m p i n g c y c l e t h e p u m p s r e m a i n e d o n f o r 4 . 3
m i n u t e s
,
w h i l e t h e f r e q u e n c y o f p u m p i n g w a s b a s e d o n t h e d e s i r e d h y d r a u l i c r e s i d e n c e t im e i n
t h e fe r m e n t e r . A m i x e r i n t h e f e e d r e s e r v o i r w a s t u r n e d o n o n e m i n u t e b e f o r e t h e p u m p w a s
s c h e d u l e d t o t u r n o n a n d r e m a i n e d o n f o r t h e d u r a t i o n o f e a c h p u m p i n g c y c l e , w h i c h e n s u r e d
a c o n s i s t e n t c o m p o s i t i o n o f i n fl u e n t t o t h e f e r m e n t e r . T h e o n / o f f c y c l i n g o f t h e t w o p u m p s
a n d t h e m i x e r f o r t h e fe e d r e s e r v o i r w a s c o n t r o l l e d w i t h a p r o g r a m m a b l e l a b o r a t o r y t i m e r .
T h e f r e qu e n c y a t w h i c h t h e p u m p s t u r n e d o n f o r t h e o n e - d a y , t w o - d a y a n d f o u r - d a y r e t e n t i o n
t i m e s c o r r e s p o n d e d t o a p p r o x i m a t e l y e v e r y t w o h o u r s , f o u r h o u r s , o r e i g h t h o u r s ,
r e s p e c t i v e l y .
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D e s p i t e a t e m p t s t o d e s i g n t h e l a b o r a t o r y f e r m e n t e r t o p r e c l u d e b l o c k a g e o f t h e t u b i n g
f r o m s lu d g e s o l i d s , t h e r e w e r e a n u m b e r o f o c c a s i o n s o n w h i c h th e c o n n e c t i o n o f t h e f e e d
t u b i n g t o t h e r e a c t o r w a s b r e a c h e d , h i g e n e r a l t h e p r o b l e m w a s c o r r e c t e d r e l a t i v e l y q u i c k l y ,
b u t t h e s e e v e n t s l e d t o s o m e w h a t u n s t e a d y l o a d i n g c o n d it i o n s o n t h e f e r m e n t e r . N e v e r t h e l e s s ,
w e b e l i e v e t h e m e a n d a t a g e n e r a t e d f r o m t h e c o n t i n u o u s - f l o w s t u d y a r e r e p r e s e n t a t i v e o f t h e
e x p e c t e d p e r f o r m a n c e o f a c o n t i n u o u s f e r m e n t e r o v e r t h e n o m i n a l h y d r a u l i c r e s i d e n c e t im e .
D a t a f o r e a c h r e s i d e n c e t im e a r e r e p o r t e d o n l y f o r t h e p e r i o d a ft e r w h i c h a t l e a s t t w o
r e s i d e n c e t im e s h a d e l a p s e d . F Le s i d e n c e t im e w a s d e c r e a s e d s e q u e n t i a l l y f r o m f o u r d a y s t o
tw o d a y s t o o n e d a y .
4 A n a l y s e s
4 . 1 M e a s u r in g p H
A th r e e - p o i n t c a l i b r a t i o n p H m e t e r (O r i o n M o d e l 7 10 A ) w i t h a u t o m a t i c t e m p e r a t u r e
c o m p e n s a t i o n w a s u s e d t o m e a s u r e p H t h r o u gh o u t t h i s r e s e a r c h p r o j e c t . T h e m e t e r w a s
c a l i b r a t e d b e f o r e m e a s u r i n g th e p H o f a n y s a mp l e u s i n g s t a n d a r d b u f f e r s o l u t i o n s w i t h a p H
o f 4 , 7 , a n d 10 . T h e b u f f e r s o l u t i o n s w e r e f r e s h , h a v i n g b e e n s t o r e d fo r n o l o n g e r t h a n t h r e e
d a y s .
T o m e a s u r e t h e p H o f a s a m p l e , a s m a l l a m o u n t o f a s a m p l e w a s p l a c e d i n t o a b e a k e r w i t h
a m a g n e t i c s t i r b a r . T h e b e a k e r w a s p l a c e d o n t h e m a gn e t i c s t i r r e r a n d th e p H w a s m e a s u r e d
w h i l e t h e s a m p l e w a s b e i n g m i x e d .
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4 . 2 T o t a l Su s p e n d e d a n d V o l a t i l e Su s p e n d e d So l i d s
A l l T SS a n d V S S t e s t i n g o f b o t h p ri m a r y a n d f e r m e n t e d s lu d g e w e r e d o n e i n t r i p l i c a t e .
T h r e e c l e a n p o r c e l a i n c r u c i b l e s w e r e p l a c e d i n a dr y i n g o v e n a t a t e m p e r a t u r e o f 10 3
° C t o
10 5 ° F f o r o n e h o u r . T h e d i s h e s w e r e c o o l e d i n a d e s i c c a t o r t h e n w e i g h e d t o t h e n e a r e s t 0 . 0 1
g -
S l u d g e s a m p l e s w e r e m i x e d u s i n g a s t i r ri n g r o d o r a m a g n e t i c s t i r ri n g d e v i c e u n t i l t h e
s a m p l e w a s h o m o g e n o u s t h r o u g h o u t . W h i l e c o n t i n u a l l y m i x i n g t h e s a m p l e , 2 5 m l o f t h e
s l u d g e w a s p i p e t t e d i n t o a c e n t r i fi i g e t u b e . T h e s a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d f o r f i v e m i n u t e s a t
4 4 0 0 r p m , t h e s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d th e s o l i d s ri n s e d w i th d e i o n i z e d (D I ) w a t e r .
A ft e r ri n s i n g t h e s o l i d s , t h e s a m p l e s w e r e c e n t ri fi i g e d a s e c o n d t im e f o r 10 m i n u t e s a t 4 4 0 0
r p m . T h e s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d t h e s o l i d s p l a c e d i n t o t h e c r u c i b l e s , u s i n g D I w a t e r a s
n e e d e d t o r e m o v e a l l o f t h e s o l i d s fr o m t h e v i a l o r s e r u m b o t t l e . F e r m e n t e d s lu d g e s a m p l e s
f r o m l a b o r a t o r y i n c u b a t i o n s i n s e r u m b o t t l e s w e r e p r o c e s s e d s i m i l a r l y , e x c e p t t h e y w e r e
c e n t ri fi i g e d (o n c e ) d i r e c t l y i n t h e s e r u m b o t t l e .
T h e c r u c i b l e s c o n t a i n i n g t h e s o l i d s w e r e p l a c e d i n t h e d r y i n g o v e n a t a t e m p e r a t u r e o f
10 3 ° C f o r o n e h o u r . A ft e r o n e h o u r
,
t h e s a m p l e s w e r e r e m o v e d f r o m th e o v e n a n d c o o l i n t h e
d e s i c c a t o r O n c e t h e s a m p l e s c o o l e d , t h e y w e r e w e i g h e d t o t h e n e a r e s t 0 . 0 1 g . T h e s a m p l e s
w e r e p l a c e d b a c k i n t o t h e d e s i c c a t o r f o r a n o t h e r 3 0 m i n u t e s a n d r e w e i g h e d . I f n e c e s s a r y , t h i s
p r o c e s s w a s r e p e a t e d u n t i l a w e i g ht w a s o b t a i n e d w i t h i n 4% o f t h e p r e v i o u s w e i g h i n g .
T o c a l c u l a t e t h e t o t a l s u s p e n d e d s o l i d s o f t h e s a m p l e i n m i l l i g r a m s p e r l i t e r (m g/ 1) , t h e
w e i g h t o f t h e d i s h w a s s u b t r a c t e d f r o m t h e w e i g h t o f t h e d r i e d r e s i d u e p l u s t h e d i s h . T h e n e t
w e i g h t w a s m u l t i p l i e d b y 10 0 0 th e n d i v i d e d b y t h e s a m p l e v o lu m e i n m l .
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T o o b t a i n t h e V S S o f e a c h s a m p l e , t h e s a m p l e s w e r e p l a c e d i n t o a m u f f l e f u r n a c e f o r 3 0
m i n u t e s . A ft e r 3 0 m i n u t e s , t h e s am p l e s w e r e p l a c e d b a c k i n t o t h e d e s i c c a t o r a n d a l l o w e d t o
c o o l . E a c h s a m p l e w a s t h e n w e i g h e d t o t h e n e a r e s t 0 . 0 1 g r a m s .
T o c a l c u l a t e t h e V SS i n m i l l i g r a m s p e r l i t e r , t h e w e i g h t o f t h e r e s i d u e a n d th e c r u c ib l e
a ft e r i g n i t i o n w a s s u b t r a c t e d f r o m t h e w e i g h t o f t h e r e s i d u e a n d t h e c r u c i b l e b e f o r e i g n i t i o n .
T h i s n u m b e r w a s m u l t i p l i e d b y 10 0 0 a n d d i v i d e d b y th e s a m p l e v o l u m e i n m i l l i l i t e r .
4 . 3 M e a s u r in g V F A s b y G a s C h r o m a t o g r a p h y
A n 8 0 / 1 2 0 C a r b o p a c k
™ 8 - D A / 4 % C a r b o w a x ^ " 2 0 M c o l u m n w a s u s e d t o m e a s u r e v o l a t i l e
f a t t y a c i d s du r i n g t h i s r e s e a r c h p r o j e c t . T h e g a s c h r o m a t o g r a p h (G C ) w a s a Sh im a d z u 14 A
w i t h f l a m e - i o n i z a t i o n d e t e c t i o n (F I D ) . A l l s a m p l e s w e r e i n j e c t e d i n t o t h e G C u s i n g a
m i c r o l i t e r s y r i n g e .
T o e n s u r e t h a t t h e c o l u m n p e r f o r m e d p r o p e r l y , t h e c o l u m n w a s c o n d i t i o n e d u s i n g t h e
f o l l o w i n g p r o c e d u r e s : T h e c o l u m n w a s i n s t a l l e d i n t o t h e G C b u t w a s n o t c o n n e c t e d t o t h e
d e t e c t o r T h e n i t r o g e n (N 2 ) c a r r i e r g a s w a s s e t t o l Om l /m i n . A t a m b i e n t t e m p e r a t u r e , t h e
c o l u m n w a s p u r g e d w i th c a r r i e r g a s fo r 3 0 m i n u t e s t o r e m o v e a i r . T h e o v e n t e m p e r a t u r e w a s
t h e n i n c r e a s e d t o 2 4 5 ° C a n d t h e c o l u m n w a s c o n d i t i o n e d w i th c a r r i e r g a s f o r 19 h o u r s .
T h e c o l u m n w a s t h e n c o o l e d t o a m b i e n t t e m p e r a t u r e . T h e c a r r i e r g a s w a s t u r n e d o f f a n d
th e c o l u m n r e m o v e d o n l y a f t e r a tm o s p h e r i c p r e s s u r e w a s r e a c h e d . T h e g l a s s w o o l p l u g w a s
r e m o v e d f r o m t h e c o l u m n i n l e t
,
t h e n t h e c o l u m n w a s r e i n s t a l l e d b y c o n n e c t i n g i t t o b o t h th e
i n j e c t i o n a n d d e t e c t o r p o r t s . C a r r i e r g a s f l o w w a s a dj u s t e d t o 2 4 m l /m i n . T h e o v e n
t e m p e r a t u r e w a s r a i s e d t o 2 0 0
° C a n d a l l o w e d t o s t a b i l i z e f o r fi v e m i n u t e s . Se v e n I j x L
i n j e c t i o n s o f 0 . 0 3 M o x a l i c a c i d w e r e p e r f o r m e d , a l l o w i n g 10 m i n u t e s b e t w e e n e a c h i n j e c t i o n .
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T h e o v e n w a s c o o l e d t o 1 7 5 ° C a n d t h e c a r r i e r g a s f l o w r a t e (2 4 m l / m i n ) w a s c h e c k e d . A \ ]x L
v o lu m e o f 0 . 0 3 M o x a l i c a c i d w a s i n j e c t e d , a n d t h e b a s e l i n e a dj u s t e d i f n e e d e d
B e f o r e c a l i b r a t i n g t h e G C w i th a s t o c k s o lu t i o n o f k n o w n a c i d c o n c e n t r a t i o n s o r
m e a s u r i n g t h e V F A s i n a l a b o r a t o r y s a m p l e , t h e G C a n d g a s e s w e r e s e t t o t h e f o l l o w i n g
p a r a m e t e r s . T h e c a r r i e r g a s (h e l i u m o f u l t r a h i gh p u r i t y ) p r e s s u r e a t t h e p r im a r y v a l v e w a s s e t
t o < 5 0 0 p s i , t h e d e t e c t o r m a k e u p g a s (n i t r o ge n o f u l t r a hi g h p u r i t y ) w a s s e t t o < 5 0 0 p s i , a n d
t h e F I D g a s e s (h y d r o g e n a n d a i r ) w e f e s e t t o < 3 0 0 p s i . A t t h e s e c o n d a r y v a l v e s , t h e h e l i u m
w a s s e t t o 50 p s i , t h e n i t r o g e n t o 5 0 p s i , t h e h y dr o g e n t o 2 5 p s i , a n d th e a i r t o 50 p s i . O n t h e
G C p a n e l t h e a i r w a s s e t t o 0 . 6 k g/ c m
^
,
t h e p r im a r y h e l i u m t o > 3 . 0 k g/ c m
' ^
,
t h e s e c o n d a r y
h e l i u m t o 0 8 5 k g / c m
^
,
t h e F I D m a k e u p t o 0 . 6 k g/ c m
^
,
a n d t h e c a r r i e r 2 g a s t o 2 . 5 k g/ c m
^
.
T h e i n j e c t o r t e m p e r a t u r e w a s 2 0 0
' ' C
,
F I D t e m p e r a t u r e 2 0 0
° C
,
t h e p o l a r i t y w a s s e t t o W S
1(+ ) , t h e r a n g e t o 10
°
,
a n d th e i n j e c t o r v o l u m e w a s a l w a y s l ^ L a q u e o u s .
T o d e t e rm i n e t h e r e t e n t i o n t i m e s f o r e a c h a c i d t o b e a n a l y z e d , a 10 0 p a r t - p e r m i l l i o n
(p p m ) s t o c k s o l u t i o n w a s p r e p a r e d f o r e a c h a c i d (a c e t i c , p r o p r i o n i c , i s o b u t y r i c , b u t y r i c , a n d
v a l e r i c ) i n 0 . 0 3 M o x a l i c . A l |i L v o l u m e o f t h e s t o c k s o l u t i o n w a s i n j e c t e d i n t o t h e G C a n d
t h e r e t e n t i o n t im e w a s r e c o r d e d f o r e a c h a c i d . T r i p l i c a t e i n j e c t i o n s w e r e m a d e f o r e a c h a c i d
t o o b t a i n a m e a n r e t e n t i o n t im e .
T h e i n t e g r a t o r f o r t h e G C w a s c a l i b r a t e d b e f o r e e v e r y b a t c h o f s a m p l e s t e s t e d fo r V F A s
b y u s i n g e x t e r n a l s t a n d a r d s . T h r e e s t o c k s o l u t i o n s w e r e p r e p a r e d t o c a l i b r a t e t h e G C a n d
w e r e s t o r e d c o l d n o l o n g e r t h a n s e v e n d a y s . T h e f i r s t s t o c k s o l u t i o n c o n t a i n e d v o l a t i l e f a t t y
a c i d s a t t h e f o l l o w i n g c o n c e n t r a t i o n s : a c e t i c a t 6 0 p p m , p r o p r i o n i c a t 6 0 p p m , i s o b u t y r i c a t
10 0 p p m , b u t y r i c a t 8 0 p p m , a n d v a l e r i c a t 10 0 p p m . T h e s e c o n d s t o c k s o l u t i o n w a s t w o -
t h i r d s t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e fi r s t . F i n a l l y , t h e t h i r d w a s o n e - t h i r d th e c o n c e n t r a t i o n o f t h e
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f i r s t . T h e h i g h e s t a n d th e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n s o f t h e s t o c k s o l u t i o n s w e r e u s e d t o c a l i b r a t e
t h e G C a n d i n t e gr a t o r u s i n g l i n e a r c o r r e l a t i o n b e t w e e n p e a k a r e a a n d a c i d c o n c e n t r a t i o n ; t h e
m i d d l e s t o c k s o l u t i o n s w e r e u s e d t o v e r i f y t h e c a l i b r a t i o n .
A ft e r t h e G C a n d i n t e g r a t o r w e r e c a l i b r a t e d , t h e f e r m e n t e d s l u d g e s a m p l e s w e r e p r e p a r e d
f o r a n a l y s i s . E a c h s e r u m b o t t l e w a s c e n t ri f u g e d a t 5 0 0 0 r p m f o r t e n m i n u t e s . A sm a l l a l i q u o t
o f t h e s u p e r n a t a n t w a s e x t r a c t e d u s i n g a n e e d l e a n d s y r i n g e a n d f i l t e r e d t hr o u g h a l
- |i m (p o r e
s i z e ) g l a s s f i b e r f i l t e r T h e s a m p l e w a s t h e n d i l u t e d w i t h 0 . 0 3 M o x a l i c a c i d , n o r m a l l y a t a 1
p a r t s a m p l e t o 4 p a r t s o x a l i c a c i d s o l u t i o n , d e p e n d i n g o n t h e V F A c o n c e n t r a t i o n s , i n g l a s s
v i a l s t h a t w e r e c l o s e d w i t h a t e f l o n - l i n e d s e p t u m a n d a l u m i n u m c r im p s e a l . A ft e r a l l o f t h e
s a m p l e s w e r e p r e p a r e d a n d l a b e l e d , 1 |u L o f e a c h s a m p l e w a s i n j e c t e d i n t o t h e G C a n d th e
r e s u l t s r e c o r d e d
4 . 4 M e a s u r i n g M e t h a n e b y G a s C h r o m a t o g r a p h y
P r e p a r i n g t h e G C f o r m e t h a n e a n a l y s i s w a s v e r y s im i l a r t o t h e s e t u p p r o c e d u r e s l i s t e d
a b o v e f o r t h e V F A a n a l y s i s w i t h t h e f o l l o w i n g e x c e p t i o n s . A G C / F I D p a c k e d c o l u m n w a s
p r e p a r e d b y D r . St e v e W h a l e n . T h e i n j e c t o r t e m p e r a t u r e w a s s e t t o 10 0 ° C , t h e c o l u m n
t em p e r a t u r e a t 3 5
° C
,
a n d t h e d e t e c t o r t e m p e r a t u r e a t 16 0
° C .
T w o c a l i b r a t i o n g a s e s w e r e u s e d t o p r e p a r e a c a l i b r a t i o n c u r v e b e f o r e e v e r y s a m p l e s e t .
T h e f i r s t w a s a 9 9% m e th a n e (C H 4 ) s a m p l e (Su p l e c o , B e l l e f o n t e , P A ) a n d t h e s e c o n d w a s 1%
C H 4 , C O , CO 2 , H 2 , a n d O 2 i n N 2 (Su p l e c o ) . H e a d s p a c e s a m p l e s f r o m b a t c h i n c u b a t i o n s a n d
c a l i b r a t i o n g a s e s w e r e s a m p l e d u s i n g a g a s - t i g h t s y r i n g e . T h e i n j e c t i o n v o l u m e w a s 5 0 ^ L i n
a l l c a s e s . F o r s am p l e s o b t a i n e d f r o m s e r u m b o t t l e s , t h e h e a d s p a c e p r e s s u r e w a s m e a s u r e d
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b e f o r e s a m p l i n g s o th a t c o n c e n t r a t i o n m e a s u r e m e n t s c o u l d b e c o n v e r t e d t o m a s s u s i n g t h e
k n o w n h e a d s p a c e v o l u m e a n d p r e s s u r e .
4 5 C h e m i c a l O x y g e n D e m a n d
T h e c h e m i c a l o x y g e n d e m a n d (C O D ) a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d u s i n g a H a c h (A m e s , l A )
C O D r e a c t o r a n d p r e - m i x e d C O D r e a g e n t v i a l s . A l l t e s t s w e r e p r e f o r m e d i n t r i p l i c a t e . A ft e r
t h e H a c h r e a c t o r w a s p r e h e a t e d , a p p r o x i m a t e l y 2 m l o f s u p e r n a t a n t w e r e w i t h dr a w n b y
s y r i n g e fr o m a c e n t r i f i i g e d s e r u m b o t t l e . A 1 m l a l i q u o t o f t h e s u p e r n a t a n t w a s t h e n d i l u t e d
w i t h 1 m l d e i o n i z e d w a t e r
,
a n d t h e 2 m l o f s o l u t i o n w a s a d d e d t o a C O D r e a g e n t v i a l . T h e
v i a l w a s c a p p e d t i g h t l y a n d i n v e r t e d s e v e r a l t im e s t o m i x t h e c o n t e n t s A b l a n k w a s p r e p a r e d
u s i n g t h e s a m e s t e p s d e s c r i b e d a b o v e e x c e p t t h e 1 m l o f s am p l e w a s r e p l a c e d w i th D I w a t e r .
T h e v i a l s w e r e p l a c e d i n t h e r e a c t o r a n d h e a t e d f o r tw o h o u r s , t h e n a l l o w e d t o c o o l f o r 3 0
m i n u t e s . T h e c o n t e n t s o f e a c h v i a l w e r e t r a n s f e r r e d t o a s p e c t r o p h o t o m e t e r c u v e t t e t o
m e a s u r e o p t i c a l a b s o r b a n c e a t 6 2 0 n m , u s i n g a H i t a c h i (D a n b u r y , C T ) U 3 3 0 0 d o u b l e - b e a m
s p e c t r o p h o t o m e t e r .
A c a l i b r a t i o n c u r v e w a s p r e p a r e d fr o m f o u r s t o c k s o l u t i o n s o f a c e t i c a c i d c o n t a i n i n g 12 0 0
m g / 1, 8 0 0 m g / 1, 4 0 0 m g /1, a n d 10 0 m g /1 o f C O D . E a c h s o l u t i o n w a s p r e p a r e d a n d a n a l y z e d i n
t r i p l i c a t e .
5 . R e s u l t s a n d D i s c u s s i o n
5 . 1 E f f e c t s o f In h i b i t o r s o n M e t h a n o g e n e s i s a n d V F A F o r m a t i o n in B a t c h T e s t s
A p r e l im i n a r y e x p e r im e n t w a s c o n du c t e d t o e v a lu a t e t h e e f f e c t o f s o d i u m m o l y b d a t e , a n
i n h i b i t o r o f s u l f a t e - r e d u c i n g b a c t e r i a , o n m e t h a n e p r o du c t i o n , V F A fo r m a t i o n , a n d s u l fi d e
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g e n e r a t i o n f r o m p r i m a r y s l u d g e . R e s u l t s a r e s h o w n i n T a b l e 3 . T h e a d d i t i o n o f m o l y b d a t e a t
d o s e s o f e i t h e r 0 . 1 o r 1 . 0 m M l e d t o i n c r e a s e d f o r m a t i o n o f m e t h a n e a n d a n a p p a r e n t i n c r e a s e
o f V F A s c o m p a r e d t o u n i n h i b i t e d s a m p l e s (d i f f e r e n c e s f o r V F A s a r e n o t s t a t i s t i c a l l y
s i g n i f i c a n t , w h i l e t h o s e f o r m e t h a n e a r e s i g n i f i c a n t a t p < 0 . 0 5 ) . P r e s u m a b l y , t h e i n c r e a s e s i n
V F A a n d C H 4 p r o d u c t i o n r e s u l t e d f r o m a d e c r e a s e i n t h e u t i l i z a t i o n o f V F A s a n d p r e c u r s o r
o r g a n i c s u b s t r a t e s b y s u l f a t e
- r e d u c i n g b a c t e r i a w h e n t h e s e b a c t e r i a w e r e i n h i b i t e d . T h e d a t a
f o r l i q u i d - p h a s e s u l f i d e c o n c e n t r a t i o n a t t h e t w o h i g h e r m o l y b d a t e d o s e s a r e c o n s i s t e n t w i t h
i n h i b i t i o n o f s u l f a t e r e d u c t i o n . H o w e v e r , a t t h e h i g h e s t m o l y b d a t e d o s e i t a p p e a r s t h a t
f e r m e n t a t i o n a n d p e r h a p s m e t h a n o g e n e s i s w e r e i n h i b i t e d , l e a d i n g t o l o w e r n e t f o rm a t i o n o f
b o t h V FA s a n d m e t h a n e . W e s e l e c t e d a m o l y b d a t e c o n c e n t r a t i o n o f 1 . 0 m M f o r a l l
s u b s e qu e n t e x p e r im e n t s i n w h i c h i n h i b i t o r s w e r e u s e d t o e v a l u a t e V FA f o r m a t i o n p o t e n t i a l .
T a b l e 3 . E f fe c t s o f s o d i u m m o l y b d a t e o n m e t h a n o g e n e s i s a n d V F A f o r m a t i o n
f r o m p r i m a r y s l u d g e .
N a M o 0 4
D o s e (m M ) V F A - C O D (m g /L ) C H 4 - C O D (m g /L ) S
^
(m g / L )
* "
0 1 , 9 8 0 ± 50 3 3 0 5 + 2 7 6 . 7 ± 0 . 15
0 . 1 2
,
7 10 ± 1 , 4 7 0 3 7 5 ± 2 9 7 . 2 ± 0 . 3 2
1. 0 2 , 84 0 ± 1 , 6 30 3 8 3 ± 3 0
' ' 3 . 0 ± 0 . 0 4
5 . 0 1
,
6 8 0 ± 2 2 6 9 7 ± 8 0 . 3 8 ± 0 . 0 6
A l l d a t a r e p r e s e n t m e a n s a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t r i p l i c a t e s a m p l e s u n l e s s n o t e d
o t h e r w i s e . A l l s a m p l e s w e r e b u f f e r e d t o p H 7 . 0 w i t h p h o s p h a t e b u f f e r . I n i t i a l V S S
c o n c e n t r a t i o n w a s 6 , 9 30 m g /L . C H 4 w a s m e a s u r e d a f t e r f i v e w e e k s o f i n c u b a t i o n , V F A
a n d s u l fi d e w e r e m e a s u r e d a f t e r s i x w e e k s o f i n c u b a t i o n .
L i q u i d - p h a s e c o n c e n t r a t i o n (a s s u m e d t o b e i n e q u i l i b r i u m w i t h he a d s p a c e H 2S) a s
m e a s u r e d b y i o n c h r o m a t o g r a p h y .
M e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f t w o s a m p l e s ( o n e o u t l i e r d i s c a r d e d ) .
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A p r e l im i n a r y e x p e r im e n t w a s a l s o c o n d u c t e d i n w h i c h t he e f f e c t o f t h e m e t h a n o g e n e s i s
i n h i b i t o r B E SA w a s e v a l u a t e d . R e s u l t s a r e s h o w n i n F i g u r e 3 . B E S A h a d a m o d e s t e f f e c t o n
V F A p r o d u c t i o n a t d o s e s f r o m 0 . 1 t o 3 . 0 m M , w i t h m a x i m u m V F A p r o d u c t i o n a t 1 . 0 mM
(F i g u r e 3 b ) . B E SA h a d t h e d e s i r e d e f f e c t o f i n h i b i t i n g m e t h a n o g e n e s i s , w i t h f i n a l CH 4
c o n c e n t r a t i o n s d e c r e a s i n g s t e a d i l y a t i n c r e a s i n g B E SA d o s a g e (F i g u r e 3 c ) . T h e d i s t r i b u t i o n
o f i n d i v i d u a l V F A s (s h o w n o n l y f o r a c e t i c a n d p r o p i o n i c a c i d s , t h e t w o p r e d o m i n a n t V F A s )
d i d n o t v a r y o v e r t h e r a n g e o f V F A d o s e s , a l t h o u g h a s i g n i f i c a n t l y h i g h e r f r a c t i o n o f t h e
V F A - C O D w a s a t t r i b u t a b l e t o p r o p i o n a t e i n t h e a b s e n c e o f B E S A t h a n i n i t s p r e s e n c e (F i g u r e
3 d ) .
A B E SA c o n c e n t r a t i o n o f 10 m M l e d t o s u b s t a n t i a l l y l o w e r V FA f o r m a t i o n (F i g u r e 3 b ) t h a n
f o r a n y o f t h e o t h e r c o n d i t i o n s , w h i c h w a s a r e s u l t o f m u c h l o w e r V S S d e s t r u c t i o n a t 10 m M
B E S A (n o t s h o w n ) . T h i s d o s e o f B E SA d i d n o t a p p e a r t o i n h i b i t f e r m e n t a t i o n , a s t h e V F A
y i e l d p e r u n i t V S S d e s t r o y e d w a s t h e h i g h e s t i n t h i s s e t o f s a m p l e s ( n o t s h o w n ) . T h u s , i t
a p p e a r s t h a t a t h i g h c o n c e n t r a t i o n s B E SA i n h i b i t s t h e h y dr o l y s i s o f o r g a n i c s o l i d s i n a d d i t i o n
t o i n h i b i t i n g m e t h a n o g e n e s i s . E x c e p t w h e r e n o t e d o t h e r w i s e , i n s u b s e q u e n t w o r k w i t h B E S A
w e u s e d c o n c e n t r a t i o n s o f 1 o r 3 m M .
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B E S A C o n c e n t r a t io n
,
m M
F i g u r e 3 . E f f e c t o f B E SA c o n c e n t r a t i o n o n f i n a l p H , V F A , a n d m e t h a n e f o r m a t i o n d u r i n g
b a t c h i n c u b a t i o n s o f p r i m a r y s l u d g e f o r f i v e w e e k s . Sa m p l e s w e r e b u f f e r e d i n i t i a l l y a t p H
6 . 8 w i t h p h o s p h a t e b u f f e r . A l l s a m p l e s c o n t a i n i n g B E SA a l s o c o n t a i n e d 1 m M N a M o 0 4 .
I n i t i a l V S S c o n c e n t r a t i o n w a s 6
,
0 7 0 + 5 8 0 m g/ L . E r r o r b a r s r e p r e s e n t s t a n d a r d d e v i a t i o n s
o f t r i p l i c a t e i n c u b a t i o n s .
3 1
5 . 2 E f f e c t s o f p H
A n e x p e r im e n t w a s c o n d u c t e d i n w h i c h t h e e f f e c t o f m a i n t a i n i n g a c o n s t a n t p H ( n e a r
n e u t r a l ) w a s e v a l u a t e d b o t h i n t h e p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f m e t a b o l i c i n h i b i t o r s . T h e r e s u l t s
s h o w n i n F i g u r e 4 i n d i c a t e t h a t V F A p r o d u c t i o n w a s s i g n i f i c a n t l y h i g h e r w h e n t h e p H w a s
a l l o w e d t o d e c r e a s e a s f e r m e n t a t i o n p r o c e e d e d (F i g u r e s 4 a a n d 4 b ) . T h e p H r e m a i n e d a t 6 . 8
o v e r t h e t w o - w e e k i n c u b a t i o n p e r i o d i n t h e b u f f e r e d s a m p l e s , w h e r e a s i n t h e u n b u f f e r e d
s a m p l e s t h e p H d r o p p e d t o a b o u t 5 . 5 i n t h e i n h i b i t e d s a m p l e s a n d t o 4 . 6 i n t h e u n i n h i b i t e d
s a m p l e s . N e i t h e r b u f f e r i n g n o r i n h i b i t i o n a p p e a r e d t o i n f lu e n c e t h e d i s t r i b u t i o n o f i n d i v i du a l
V F A s s i g n i f i c a n t l y . A c e t a t e a n d p r o p i o n a t e w e r e t h e m o s t s i g n i f i c a n t a c i d s p r o d u c e d u n d e r a l l
c o n d i t i o n s (F i g u r e 4 d ) , w i t h b u t y r a t e t h e n e x t m o s t s i g n i f i c a n t a t 8 - 1 8 % o f t h e t o t a l V F A -
C O D (n o t s h o w n ) .
A l t h o u g h t h e a d d it i o n o f B E SA i n h i b i t e d m e t h a n o g e n e s i s (F i g u r e 4 c ) , i t d i d n o t e n h a n c e
n e t V F A p r o d u c t i o n . I n f a c t , t h e V F A y i e l d w a s m o r e t h a n t w i c e a s h i g h i n t h e u n i n h i b i t e d ,
u n b u f f e r e d s a m p l e s t h a n i n a n y o f t h e i n h i b i t e d s a mp l e s (F i g u r e 4 b ) . U n l i k e t h e e x p e r i m e n t
r e p o r t e d i n F i g u r e 3 , l o w e r V FA y i e l d s i n t h e i n h i b i t e d s a m p l e s a p p e a r e d t o r e s u l t f r o m
i n h i b i t i o n o f f e r m e n t a t i o n r e a c t i o n s r a t h e r t h a n h y d r o l y s i s ; t h e V F A y i e l d p e r u n i t V S S
d e s t r o y e d i n t h i s e x p e r im e n t w a s l o w e r i n t h e p r e s e n c e o f i n h i b i t o r s t h a n i n t h e i r a b s e n c e ( n o t
s h o w n ) . O n e m e c h a n i s m b y w h i c h t h e i n h i b i t o r s m i g h t a f f e c t f e r m e n t a t i o n i s b y l e a d i n g t o
g r e a t e r a c c u m u l a t i o n o f h y d r o g e n g a s , w h i c h i s k n o w n t o i n h i b i t s o m e f e r m e n t a t i o n r e a c t i o n s ,
t h a n i n u n i n h i b i t e d s a m p l e s . H o w e v e r , w e d i d n o t m e a s u r e h y d r o g e n i n t h e s e e x p e r im e n t s .
R e g a r d l e s s o f t h e e x p l a n a t i o n , t h e r e s u l t s o f t h e e x p e r i m e n t s p r e s e n t e d i n F i gu r e s 3 a n d 4
s u g ge s t t h a t i n h i b i t i n g m e t h a n o g e n e s i s o r s u l f a t e r e d u c t i o n w i t h s p e c i f i c m e t a bo l i c i n h i b i t o r s
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B u f f e r e d s a m p le s U n b u f f e r e d s a m p le s
B E S A c o n c e n t r a t i o n , m M
F i g u r e 4 . E f f e c t o f p H c o n t r o l a n d i n h i b i t i o n b y B E S A o n V F A a n d m e t h a n e f o r m a t i o n i n
t w o - w e e k b a t c h i n c u b a t i o n s o f p r i m a r y s l u d g e . A l l s a m p l e s c o n t a i n e d 1 m M N a M o 0 4 .
I n i t i a l p H i n t h e u n b u f f e r e d s a m p l e s w a s 6 . 6 . I n i t i a l V SS c o n c e n t r a t i o n w a s 4 , 2 9 0 ± 13 9
m g / L . E r r o r b a r s a r e s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t r ip l i c a t e i n c u b a t i o n s a t e a c h c o n d i t i o n .
3 3
A n o t h e r e x p e r im e n t w a s c o n du c t e d i n w h i c h a n a t t e m p t w a s m a d e t o c o n t r o l p H w i t h
b i c a r b o n a t e b u f f e r i n s t e a d o f p h o s p h a t e b u f f e r (F i g u r e 5 ) . U n f o r t u n a t e l y t h e b i c a r b o n a t e
b u f f e r w a s i n s u f f i c i e n t t o m a i n t a i n t h e d e s i r e d p H , a s t h e p H d r o p p e d t o b e l o w 6 i n a l l b o t t l e s
w i t h i n t h e f i r s t w e e k (n o t s h o w n ) . A s i n t h e e x p e r i m e n t d e s c r i b e d a b o v e , t h e p H d r o p p e d t o
b e l o w 5 i n t h e u n b u f f e r e d b o t t l e s i n c l u d e d a s c o n t r o l s i n t h i s e x p e r i m e n t (F i g u r e 5 a ) . T h e r e
w a s r e l a t i v e l y l i t t l e d i f f e r e n c e i n V F A f o r m a t i o n b e t w e e n i n h i b i t e d a n d u n i n h i b i t e d b o t t l e s ,
a l t h o u g h t h e u n b u f f e r e d , u n i n h i b i t e d b o t t l e s a g a i n e x h i b i t e d t h e h i g h e s t V F A y i e l d (F i g u r e
5 b ) . T h e b u f f e r i t s e l f a p p e a r e d t o a f f e c t t he d i s t r i b u t i o n o f V F A s , a s t h e f r a c t i o n o f a c e t a t e
w a s s i g n i f i c a n t l y h i g h e r i n a l l b u f f e r e d b o t t l e s , w h e t h e r i n h i b i t e d o r n o t (F i g u r e 5 d ) . U n l i k e
t h e e x p e r i m e n t s u m m a r i z e d i n F i g u r e 4 , b u t y r a t e w a s p r o d u c e d a t h i gh e r c o n c e n t r a t i o n s t h a n
p r o p i o n a t e i n t h e u n b u f fe r e d b o t t l e s . T h e d i s t r i b u t i o n o f V F A s i n u n b u f f e r e d s y s t e m s
t h e r e f o r e a p p e a r s t o v a r y b e t w e e n e x p e r i m e n t s o r b e t w e e n s l u d g e s a m p l e s ; t h e c a u s e o f t h i s
v a r i a t i o n i s n o t k n o w n .
3 4
U n b u ff e r e d p H 7 U n b u ff e r e d
U n in h ib i t e d U n i n h ib it e d
p H 7 p H 6
I n h ib i te d
p H 5
E 2 0 0 0
O 1 5 0 0
< 1 0 0 0
U n b u ff e r e d p H 7 U n b u f f e r e d p H 7 p H 6
U n i n h ib i t e d U n i n h ib i t e d In h ib it e d
p H 5
O 1 5 0
U n b u f f e r e d p H 7 U n b u ff e r e d
U n in h ib i t e d U n i n h ib it e d
p H 7 p H 6
In h ib i t e d
p H 5
I A c e t i c
P r o p io n ic
V/ / / / / / / 7 7m B u ty r ic
O 0 8 I s o b u ty r ic
y - 0 6
S 0 2
U n b u f fe r e d p H 7 U n b u ff e r e d
U n i n h ib i t e d U n i n h ib it e d
p H 7 p H 6
In h ib i te d
p H 5
F i g u r e 5 . E f fe c t o f i n it i a l p H ( t h e p H s h o w n o n t h e x - a x i s ) o n V F A a n d m e t h a n e fo r m a t i o n
i n t w o - w e e k b a t c h i n c u b a t i o n s o f p r im a r y s lu d ge . B u f f e r e d s a m p l e s w e r e b u f f e r e d w i t h
b i c a r b o n a t e e x c e p t t h o s e a t p H 5 ( t h e p H o f t h e s e s a m p l e s w a s r e d u c e d t o 5 . 0 b y a d d i n g d i l u t e
h y d r o c h l o r i c a c i d ) . I n h i b i t e d s a m p l e s w e r e a m e n d e d w i t h 3 m M B E S A a n d 1 mM N a M o 0 4 .
h i i t i a l V S S c o n c e n t r a t i o n w a s 4 , 9 7 0 ± 14 8 m g /L . V a l e r i c a c i d c o n c e n t r a t i o n w a s l e s s t h a n
5 % o f t he t o t a l V F A - C O D i n a l l s a m p l e s . E r r o r b a r s a r e s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t r i p l i c a t e
i n c u b a t i o n s .
3 5
5 3 E f f e c t s o f E x p o s u r e t o O x y g e n o r H y d r o g e n P e r o x i d e
A s n o t e d i n C h a p t e r 3 , m e t h a n o g e n s a r e s u s c e p t i b l e t o e x p o s u r e t o o x y g e n I t w a s
h y p o t h e s i z e d t h a t t h e y w o u l d a l s o b e s u s c e p t i b l e t o h y d r o g e n p e r o x i d e , w h i c h t o o u r
k n o w l e d g e h a s n o t b e e n e v a l u a t e d b e f o r e w i t h r e s p e c t t o i t s a b i l i t y t o i n h i b i t m e t h a n o g e n e s i s .
A n e x p e r im e n t w a s t h e r e f o r e c o n d u c t e d i n w h i c h p r im a r y s l u d g e w a s s e e d e d w i t h b i o m a s s
f r o m t h e c o n t i n u o u s l a b o r a t o r y f e r m e n t e r , t h e n i n c u b a t e d w i th a n a i r h e a d s p a c e o r w i t h a n
N 2 / C O 2 h e a d s p a c e i n t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f h y d r o g e n p e r o x i d e . T h r e e p e r o x i d e
c o n c e n t r a t i o n s w e r e e v a l u a t e d , r e p r e s e n t i n g a p p r o x i m a t e l y 2 5 % , 5 0% a n d 10 0% ,
r e s p e c t i v e l y , o f t h e o x i d i z i n g e qu i v a l e n t s o f t h e o x y g e n i n t h e h e a d s p a c e o f t h e b o t t l e s
c o n t a i n i n g a i r i n t h e h e a d s p a c e . B o t t l e s w e r e s a c r i f i c e d a t f o u r d a y s a n d 10 d a y s t o e v a l u a t e
t h e e f f e c t o f i n c u b a t i o n t im e a s w e l l R e s u l t s a r e s h o w n i n F i g u r e 6 .
T h e p H d r o p p e d t o l e s s t h a n 5 w i t h i n f o u r d a y s i n t h e b o t t l e s i n c u b a t e d w i t h a i r i n t h e
h e a d s p a c e a n d i n t h e c o n t r o l s c o n t a i n i n g n e i t h e r a i r n o r h y d r o g e n p e r o x i d e (F i gu r e 6 a ). T h e
p H i n t h e b o t t l e s i n c u b a t e d w i th h y d r o g e n p e r o x i d e r e m a i n e d a b o v e 6 f o r t h e f i r s t f o u r d a y s .
W i t h i n 10 d a y s , t h e p H i n a l l t h e b o t t l e s d r o p p e d t o b e l o w 5 .
A ft e r f o u r d a y s , t h e V F A y i e l d i n b o t t l e s i n c u b a t e d w i t h a i r i n t h e h e a d s p a c e w a s s im i l a r
t o t h a t i n t h e c o n t r o l s
,
bu t t h e V F A y i e l d w a s s u b s t a n t i a l l y l o w e r i n t h e b o t t l e s c o n t a i n i n g
p e r o x i d e a t a n y c o n c e n t r a t i o n (F i gu r e 6b ) . B y 10 d a y s , t h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n
V F A p r o d u c t i o n b e t w e e n t h e c o n t r o l s a n d t h e b o t t l e s w i t h a i r i n t h e h e a d s p a c e . Sl i g h t l y
l o w e r V F A y i e l d s w e r e o b s e r v e d i n t h e b o t t l e s c o n t a i n i n g p e r o x i d e , w i t h th e l o w e s t y i e l d
o c c u r r i n g a t t h e h i g h e s t p e r o x i d e c o n c e n t r a t i o n . Th e a m o u n t o f o x y g e n i n t h e b o t t l e s
c o n t a i n i n g a ir i n t h e h e a d s p a c e w o u l d h a v e c o r r e s p o n d e d t o a n e qu i v a l e n t l i q u i d - p h a s e
o x y g e n c o n c e n t r a t i o n o f a b o u t 2 3 6 m g /L . T hu s , t h e m a x im u m a m o u n t o f C O D t h a t w o u l d b e
3 6
e x p e c t e d t o b e c o n s u m e d i n t h e s e b o t t l e s w o u l d h a v e b e e n 2 3 6 m g / L . C o m p a r e d t o t h e a c t u a l
V F A - C O D p r o du c t i o n , t h i s a m o u n t o f o x y g e n w o u l d h a v e h a d a m i n o r im p a c t o n o v e r a l l
C O D r e m o v a l i n t h i s e x p e r im e n t .
I n c u b a t i n g t h e b o t t l e s w i t h a i r i n t h e h e a d s p a c e h a d l i t t l e e f f e c t o n r e d u c i n g m e t h a n e
p r o d u c t i o n r e l a t i v e t o t h e c o n t r o l s (F i g u r e 6 c ) . H o w e v e r , h y d r o g e n p e r o x i d e c o m p l e t e l y
i n h i b i t e d m e th a n e p r o du c t i o n o v e r t h e f i r s t f o u r d a y s . T h e a p p a r e n t i n h i b i t i o n o f
m e t h a n o g e n e s i s a p p e a r e d t o c o n t i n u e t h r o u g h th e 10 - d a y i n c u b a t i o n p e r i o d , c o m p a r e d t o t h e
c o n t r o l s a n d t h e b o t t l e s c o n t a i n i n g a i r i n t h e h e a d s p a c e
T h e a d d i t i o n o f a i r a l s o h a d n o e f f e c t o n t h e d i s t r i b u t i o n o f i n d i v i d u a l V F A s r e l a t i v e t o t h e
c o n t r o l s (F i gu r e 6 d ) . H o w e v e r , h y d r o g e n p e r o x i d e a t a l l c o n c e n t r a t i o n s l e d t o h i g h e r y i e l d s o f
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In it i a l H e a d s p a c e ([H 2 O 2 ] , m g / L )
F i g u r e 6 . E f f e c t s o f s u p p l e m e n t a t i o n o f p r i m a r y s l u d g e w i t h a i r o r h y d r o g e n p e r o x i d e o n
f i n a l p H , n e t V F A f o r m a t i o n , a n d m e t h a n e f o r m a t i o n i n b a t c h i n c u b a t i o n s o v e r t he i n d i c a t e d
t i m e p e r i o d . A l l b o t t l e s c o n t a i n e d 2 2 . 5 m l o f p r im a r y s l u d g e a n d w e r e i n o c u l a t e d w i t h
f e r m e n t e d s l u d g e (7 . 5 m l ) f r o m t h e c o n t i n u o u s l a b o r a t o r y f e r m e n t e r . T h e c o m b i n e d i n i t i a l
V S S w a s 6 , 8 4 0 ± 82 0 m g / L a n d t h e i n i t i a l p H w a s 6 . 7 . I s o b u t y r a t e w a s l e s s t h a n 5 % o f t h e
t o t a l V F A - C O D i n a l l b o t t l e s ( n o t s h o w n ) . E r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d de v i a t i o n f r o m
t r i p l i c a t e i n c u b a t i o n s f o r e a c h c o n d i t i o n .
3 8
5 . 4 V F A - C O D T O T O T A L C O D
A n e x p e ri m e n t w a s c o n d u c t e d i n w h i c h t h e t o t a l l i q u i d - p h a s e C O D w a s m e a s u r e d a n d
c o m p a r e d t o t h e C O D a t t r i b u t a b l e t o t h e V F A s f o r s a m p l e s b u f f e r e d a t v a r i o u s p H (w i t h
p h o s p h a t e b u f f e r ) o r i n u n b u f f e r e d s a m p l e s . D e p e n d i n g o n t h e p H , V F A s a c c o u n t e d f o r 6 7 %
t o 8 3 % o f t h e t o t a l C O D i n t h e l i q u i d p h a s e (T a b l e 4 ) . T h e r e w a s n o a p p a r e n t p a t t e r n w i t h
r e s p e c t t o p H , a n d i n h i b i t i o n o f t h e s a m p l e s w i t h m o l y b d a t e a n d B E SA d i d n o t a p p e a r t o
i n f l u e n c e t h e c o n t r i b u t i o n o f V F A s t o C O D .
T a b l e 4 . E f f e c t o f p H o n t h e f r a c t i o n o f C O D a t t ri b u t a b l e t o V F A s .
p H V F A - C O D / T o t a l C O D
7 . 5 0 . 7 7 ± 0 . 0 4
7 . 0 0 . 6 7 ± 0 . 0 7
7 . 0 (u n i n h i b i t e d ) 0 . 7 8 ± 0 . 0 3
6 . 5 0 . 8 3 ± 0 . 0 3
6 . 0 0 . 7 1 ± 0 . 0 5
5 . 5 0 . 8 0 ± 0 . 0 8
E x c e p t a s i n d i c a t e d , a l l s a m p l e s w e r e b u f f e r e d w i t h p h o s p h a t e a n d
i n h i b i t e d w i t h 1 m M N a M o 0 4 a n d 10 jl M B E SA . I n i t i a l V S S w a s
4
,
2 7 0 + 4 60 m g /L . A l l d a t a a r e m e a n s a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f
t r i p l i c a t e s .
5 . 5 C o n t i n u o u s - f l o w F e r m e n t e r
A l a b o r a t o r y f e r m e n t e r w a s o p e r a t e d a s a s e m i - c o n t i n u o u s r e a c t o r i n w h i c h p ri m a r y
s l u d g e w a s fe d i n t e r m i t t e n t l y a t f r e q u e n t i n t e r v a l s . T h e r e a c t o r w a s o p e r a t e d a t h y d r a u l i c
r e s i d e n c e t i m e s o f o n e , t w o a n d f o u r d a y s , a l t h o u g h o n l y l i m i t e d d a t a w e r e o b t a i n e d a t t he
3 9
o n e - d a y r e s i d e n c e t i m e . T im e - c o u r s e d a t a f o r t h e t w o - d a y a n d f o u r
- d a y r e s i d e n c e t i m e s
a r e s u m m a r i z e d i n F i g u r e s 7 a n d 8 , r e s p e c t i v e l y .
E f f l u e n t p H , V FA f o r m a t i o n a n d V F A d i s t r i b u t i o n f o r e a c h o f t h e t h r e e r e s i d e n c e t im e s
a r e c o m p a r e d i n F i g u r e 9 . T h e m e a n p H d e c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g r e s i d e n c e t i m e , w h e r e a s
n e t V F A f o r m a t i o n i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g r e s i d e n c e t i m e . D i f f e r e n c e s i n p H a m o n g t h e
t h r e e r e s i d e n c e t i m e s w e r e a l l s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) . H o w e v e r , t h e r e w a s n o
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n V FA p r o d u c t i o n b e t w e e n t h e t w o
- d a y a n d f o u r - d a y r e s i d e n c e
t i m e s (p > 0 . 1 ) .
T h e f r a c t i o n o f V F A - C O D a t t r i b u t a b l e t o a c e t a t e w a s t h e s a m e ( a p p r o x i m a t e l y 3 6% ) a t
a l l t h r e e r e s i d e n c e t im e s (F i g u r e 9 ) . O f t h e t w o o t h e r m aj o r a c i d s , pr o p i o n a t e c l e a r l y
i n c r e a s e d a n d b u t y r a t e d e c r e a s e d i n s i g n i f i c a n c e w i t h i n c r e a s i n g r e s i d e n c e t im e .
5 . 6 S u m m a r y o f V F A Y i e l d s f r o m V a r i o u s E x p e r i m e n t s
S e l e c t e d d a t a o n V F A y i e l d s i n e a c h o f t h e e x p e r i m e n t s d e s c r i b e d a b o v e a r e c o m p a r e d
i n T a b l e 5 . T h e h i g h e s t y i e l d s o b s e r v e d i n t h i s s t u d y w e r e a s h i g h a s o r h i g h e r t h a n t h e
h i g h e s t y i e l d s o b s e r v e d i n e a r l i e r w o r k o n t h e f e r m e n t a t io n o f p r im a r y s l u d g e ( c o m p a r e
T a b l e 5 t o T a b l e 2 ) . I n g e n e r a l , V F A y i e l d s d i d n o t i n c r e a s e b y i n h i b i t i n g m e t h a n o g e n e s i s
a n d s u l f a t e r e d u c t i o n w i t h e i t h e r s p e c i f i c m e t a b o l i c i n h i b i t o r s , o x y g e n , o r h y d r o g e n
p e r o x i d e .
M a x im u m V F A y i e l d s w e r e o b s e r v e d i n u n i n h i b i t e d , u n b u f f e r e d s a m p l e s i n w h i c h t h e
f i n a l p H w a s b e l o w 5 . 0 . T h e a p p a r e n t c o r r e l a t i o n b e t w e e n p H ( f i n a l p H i n b a t c h s y s t e m s )
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T im e , D a y s f r o m S t a rt o f H R T
F i g u r e 7 . T i m e c o u r s e o f s e l e c t e d p a r a m e t e r s m o n i t o r e d i n t h e b e n c h - s c a l e f e r m e n t e r
a t a t w o - d a y h y d r a u l i c r e s i d e n c e t i m e . T i m e z e r o c o r r e s p o n d s t o t h e d a y o n w h i c h t h e
r e s i d e n c e t im e w a s s w i t c h e d f r o m t h e p r e v i o u s f o u r - d a y r e s i d e n c e t im e . E r r o r b a r s a r e
s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t r i p l i c a t e s e x c e p t p H , w h i c h c o n s i s t e d o f a s i n g l e m e a s u r e m e n t
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F i g u r e 8 . T i m e c o u r s e o f s e l e c t e d p a r a m e t e r s m o n i t o r e d i n t h e b e n c h - s c a l e f e r m e n t e r
a t a f o u r - d a y h y d r a u l i c r e s i d e n c e t i m e . T i m e z e r o c o r r e s p o n d s t o t h e i n i t i a l s t a r t u p o f
t h e r e a c t o r . E r r o r b a r s a r e s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t r i p l i c a t e s e x c e p t p H , w h i c h
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F i g u r e 9 . M e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f (a ) p H , (b ) p r o d u c t i o n o f V F A s , a n d
( c ) d i s t r i b u t i o n o f V F A s o v e r t h e o p e r a t i n g p e r i o d o f t h e b e n c h - s c a l e f e r m e n t e r a t
e a c h o f t h r e e h y d r a u l i c r e s i d e n c e t im e s . T h e n u m b e r o f d a t a p o i n t s f o r t h e 1 - d a y , 2 -
d a y a n d 4 - d a y H R T v a l u e s w e r e 3 , 10 a n d 10 (12 f o r p H ), r e s p e c t i v e l y .
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f r o m t h e e x p e ri m e n t s s u m m a ri z e d i n T a b l e 5 , e x c e p t t h e d a t a f r o m s a m p l e s i n w h i c h
m e t a b o l i c i n h i b i t o r s w e r e u s e d a r e n o t i n c l u d e d . D e s p i t e t h e a p p a r e n t c o r r e l a t i o n b e t w e e n
p H a n d V F A y i e l d s . F i g u r e 10 s h o u l d b e i n t e r p r e t e d w i t h c a u t i o n . T h r e e o f t h e fi v e s e t s o f
d a t a f o r p H a b o v e 5 . 0 w e r e o b t a i n e d f r o m t h e c o n t i n u o u s f e r m e n t e r ; i t i s p o s s i b l e t h a t
d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e c o n t i n u o u s a n d b a t c h s y s t e m s o t he r t h a n p H m i gh t h a v e l e d t o
d i f f e r e n c e s i n V F A p r o d u c t i o n ( e . g . , i n c r e a s i n g r e s i d e n c e t i m e l e d b o t h t o i n c r e a s e s i n
V F A y i e l d a n d l o w e r p H ) .
W e d o n o t k n o w i f h i g h e r V FA y i e l d s w o u l d h a v e b e e n o b t a i n e d a t l o n g e r r e s i d e n c e
t im e s i n t h e c o n t i n u o u s fe r m e n t e r . I n a l l o f t h e b a t c h e x p e ri m e n t s i n w h i c h t h e h i g h e s t
V F A y i e l d s w e r e o b s e r v e d , i n c u b a t i o n t i m e s w e r e a t l e a s t 10 d a y s . H o w e v e r , i n t h e
c o n t i n u o u s fe r m e n t e r t h e r e w a s l i t t l e d i f f e r e n c e i n V F A y i e l d b e t w e e n t h e t w o - d a y a n d
f o u r - d a y r e s i d e n c e t im e s . I n a r e c e n t s t u d y o n t h e c o n t i n u o u s f e r m e n t a t i o n o f p ri m a r y
s l u d g e , M i r o n e t a l . ( 2 0 0 0 ) a l s o o b s e r v e d t h a t t h e r e w a s l i t t l e i n c r e a s e i n V F A p r o d u c t i o n
o v e r r e s i d e n c e t im e s f r o m t h r e e t o e i g h t d a y s . T h u s , t h e r e d o e s n o t a p pe a r t o b e a
s i gn i fi c a n t a d v a n t a g e t o o p e r a t i n g c o n t i n u o u s f e r m e n t e r s a t r e s i d e n c e t im e s g r e a t e r t h a n
tw o o r t h r e e d a y s . H o w e v e r , t h e f a c t t h a t V FA y i e l d s a r e c o n s i s t e n t o v e r a b r o a d r a n g e o f
r e s i d e n c e t i m e s s u g g e s t s t h a t t h e r e i s r e a s o n a b l e fl e x i b i l i t y i n t h e o p e r a t i o n o f p ri m a r y
s l u d g e f e r m e n t e r s t o a c c o m m o d a t e s p e c i f i c n e e d s a t a g i v e n p l a n t . V F A y i e l d s o b t a i n e d b y
M i r o n e t a l . (2 0 0 0 ) i n t h e i r c o n t i n u o u s f e r m e n t e r w e r e t w i c e a s h i gh a s t h e y i e l d s o b t a i n e d
i n o u r c o n t i n u o u s f e r m e n t e r ; i t i s n o t e w o r t h y t h a t t h e s t e a d y - s t a t e p H i n t h e i r f e r m e n t e r s
w a s b e l o w 5 a t t h e r e s i d e n c e t i m e s o v e r w h i c h t h e h i gh e s t V F A p r o d u c t i o n o c c u r r e d .
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T a b l e 5 . S u m m a r y o f V F A y i e l d s f r o m s e l e c t e d e x p e r i m e n t s .
aE x p e r i m e n t V F A - C O D A ^S S F e d
E f fe c t o f B E S A (F i g . 3 )
[B E SA ] = 0 0 . 15 ± 0 . 0 2
[B E SA ] = 1 mM 0 . 1 7 + 0 . 0 3
[B E SA ] = 3 m M 0 . 15 ± 0 . 0 2
E f f e c t o f b u f f e r i n g (F i g . 4 )
b u f f e r e d t o p H 6 . 8
"^
0 . 1 3 ± 0 . 0 2
u n b u f f e r e d
^ 0 . 4 4 ± 0 . 0 4
E f f e c t o f i n i t i a l p H (F i g . 5 )
u n b u f f e r e d , u n i n h i b i t e d 0 . 4 7 ± 0 . 0 4
u n b u f f e r e d , i n h i b i t e d 0 . 3 9 ± 0 . 0 2
E f f e c t o f o x y g e n (F i g . 6 )
*^
i n i t i a l a i r h e a d s p a c e 0 . 4 9 ± 0 . 0 7
i n i t i a l N 2 h e a d s p a c e 0 . 4 2 ± 0 . 13
E f fe c t o f r e s i d e n c e t im e (F i g . 9 )
o n e - d a y H R T 0 . 12 ± 0 . 0 1
t w o - d a y H R T 0 . 16 ± 0 . 0 2
f o u r - d a y H R T 0 . 1 7 ± 0 . 0 3
^
M e a n ± s t a n d a r d d e v i a t i o n . C o n c e n t r a t i o n s a r e n o t a dj u s t e d f o r
V F A - C O D p r e s e n t i n f e e d s l u d g e e x c e p t a s i n d ic a t e d o t h e r w i s e .
U n i n h i b i t e d s a m p l e s o n l y .
' ^
N e t V F A - C O D , 10 - d a y i n c u b a t i o n s o n l y .
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F i g u r e 10 . C o r r e l a t i o n o f V F A y i e l d w i th p H f o r v a r i o u s e x p e r im e n t s . A l l d a t a a r e
f r o m e x p e r i m e n t s c o n d u c t e d w i t h o u t m e t a b o l i c i n h i b i t o r s . F o r b a t c h t e s t s , t h e p H
s h o w n i s t h e f i n a l pH . E r r o r b a r s r e p r e s e n t s t a n d a r d d e v i a t i o n s .
5 . 7 F u l l - s c a l e F e r m e n t e r
We c o n d u c t e d o n e e x p e r im e n t i n w h i c h s u p e r n a t a n t f r o m t h e f u l l - s c a l e f e r m e n t e r w a s
c o l l e c t e d e v e r y t w o h o u r s f o r e i g h t h o u r s . R e s u l t s a r e s h o w n i n F i g u r e 1 1. T o t a l V F A - C O D
r a n g e d f r o m a b o u t 2 0 0 m g /L t o 3 30 m g / L (F i g u r e 1 1 a ) b u t t h e d i s t r i b u t i o n o f i n d i v i d u a l
V F A s w a s r e m a r k a b l y c o n s t a n t o v e r t h i s p e r i o d (F i g u r e 1l b ) . A c e t a t e r e p r e s e n t e d 4 6% t o
50 % o f t h e t o t a l V F A - C O D , w i t h t h e r e m a i n de r c o m p r i s i n g p r o p i o n a t e ( 35 - 3 7% ) a n d
b u t y r a t e ( 16 - 17 % ) .
T h e V F A - C O D c o n c e n t r a t i o n s s h o w n i n F i gu r e 1 1 a r e l o w r e l a t i v e t o w h a t w o u l d b e
e x p e c t e d f r o m p r im a r y s l u d g e f e r m e n t a t i o n . A l t h o u gh OWA SA p u m p s r e l a t i v e l y d i l u t e
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A c e t i c P r o p i o n ic B u t y r i c
F i g u r e 1 1 . E v a l u a t i o n o f V F A c o n c e n t r a t i o n s i n s u p e r n a t a n t f r o m t h e f u l l - s c a l e f e r m e n t e r
a t t h e OWA SA p l a n t o v e r a n e i g h t - h o u r p e r i o d . E r r o r b a r s r e p r e s e n t s t a n d a r d d e v i a t i o n o f
t r i p l i c a t e a n a l y s e s f o r s a m p l e s c o l l e c t e d a t e a c h t i m e p o i n t . I s o b u t y r i c a n d v a l e r i c a c i d s
w e r e n o t d e t e c t e d i n a n y o f t h e s a m p l e s .
4 7
V S S c o n c e n t r a t i o n s i n t h e r a n g e o f 4 , 0 0 0 t o 7 , 0 0 0 m g / L . I f t h e s e a r e r e p r e s e n t a t i v e o f s l u d g e
b e i n g f e d t o t h e f e r m e n t e r d u r i n g o u r d i u r n a l s t u d y , t h e o b s e r v e d V F A c o n c e n t r a t i o n s
c o r r e s p o n d t o V F A y i e l d s o n t h e o r d e r o f 0 . 0 5 g V F A - C O D / g V S S f e d . S u c h y i e l d s a r e a n
o r d e r o f m a g n i t u d e l o w e r t h a n t h e h i g h e s t v a l u e s a c h i e v e d i n o u r o t h e r e x p e r i m e n t a l w o r k .
T h e a p p a r e n t l y l o w y i e l d o f V F A s f r o m t h e f u l l
- s c a l e f e r m e n t e r m a y b e r e l a t e d t o t h e m a n n e r
i n w h i c h t h e f e r m e n t e r i s o p e r a t e d . T h e i n n e r t a n k o f t h e f e r m e n t e r , f r o m w h i c h b o t h
s u pe r n a t a n t a n d s e t t l e d s l u d ge a r e r e m o v e d , i s o p e r a t e d i n s u c h a w a y t h a t i t r e m a i n s u n m i x e d
m o s t o f t h e t i m e . D u r i n g t h e c o u r s e o f o u r s t u d y , w e c o l l e c t e d s e v e r a l s a m p l e s f r o m t h e
b o t t o m o f t h e f e r m e n t e r a s w e l l a s s u p e r n a t a n t s a m p l e s . T h e s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m t h e
b o t t o m o f t h e f e r m e n t e r g e n e r a l l y h a d g r e a t e r V F A c o n c e n t r a t i o n s t h a n d i d s a m p l e s o f
s u p e r n a t a n t . T h u s , t h e r e m a y b e a s i g n i f i c a n t s t r a t i f i c a t i o n o f V F A s o v e r t h e de p t h o f t h e
f e r m e n t e r .
W e a n a l y z e d O WA S A
'
s r o u t i n e l a b r e p o r t s o n v o l a t i l e a c i d c o n c e n t r a t i o n s i n t h e
"
f e r m e n t a t i o n p r o du c t
"
( s u p e r n a t a n t f r o m t h e f e r m e n t e r ) a s w e l l a s t h o s e i n s l u d g e s a m p l e s
f r o m t h e a n a e r o b i c d i g e s t e r . P r o b a b i l i t y d i s t r i b u t i o n s o f v o l a t i l e a c i d c o n c e n t r a t i o n s a n d p H
i n t h e s e s am p l e s a r e s h o w n i n F i g u r e s 1 2 a n d 13 , r e s p e c t i v e l y . I t i s i n t e r e s t i n g t h a t t h e
m e d i a n V F A c o n c e n t r a t i o n i n t h e a n a e r o b i c d i g e s t e r i s n e a r l y a n o r d e r o f m a g n i t u d e gr e a t e r
t h a n t h e m e d i a n c o n c e n t r a t i o n i n t h e f e r m e n t a t i o n p r o d u c t , e v e n t h o u g h m e t h a n o g e n e s i s
c l e a r l y o c c u r s i n t h e d i ge s t e r . We do n o t k n o w t h e r e l a t i v e v o l u m e s (f l o w s ) o f t h e
f e r m e n t a t i o n p r o d u c t a n d s l u d g e , bu t i t i s l i k e l y t h a t t h e t o t a l m a s s o f V F A s i n t h e d i g e s t e r i s
s i m i l a r t o o r g r e a t e r t h a n t h e m a s s i n t h e f e r m e n t a t i o n p r o d u c t . S o m e o f t h e V F A s i n t h e
d i ge s t e r p r o b a b l y d e r i v e f r o m w a s t e a c t i v a t e d s l u d g e , w h i c h i s s e n t d i r e c t l y t o t h e d i g e s t e r
r a t h e r t h a n t h e f e r m e n t e r . H o w e v e r
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P e r c e n t L e s s T h a n
F i g u r e 1 2 . Pr o b a b i l i t y d i s t ri b u t i o n s o f V F A c o n c e n t r a t i o n (a s a c e t i c a c i d ) i n (a )
f e r m e n t a t i o n p r o d u c t a n d (b ) s l u d g e f r o m t h e a n a e r o b i c d i g e s t e r b a s e d o n d a t a f r o m
O c t o b e r 19 9 7 - Se p t e m b e r 19 9 8 . T h e m e d i a n c o n c e n t r a t i o n i n t h e f e r m e n t a t i o n p r o d u c t



























I I I I I 1 1 1 1 ' I ■ ' I ' I ' i i i i " i i i ' " ■ I ■ 1 1 1 1 1 ■ I I 1 1 1 ' I I ' ±











TI " " I I " ' ' I '
(b )
' I ^ ' I I I I I I I I I I I I I I I I I I I i l i i i i l i i i i l i i i I I I t r I I I I I I I I I I I I I I I
1 2 5 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 9 5 9 8 9 9
P e r c e n t L e s s T h a n
F i g u r e 1 3 . P r o b a b i l i t y d i s t r i b u t i o n s o f p H i n (a ) f e r m e n t a t i o n p r o d u c t a n d (b ) s l u d g e f r o m
th e a n a e r o b i c d i g e s t e r b a s e d o n d a t a f r o m O c t o b e r 19 9 7 - S e p t e m b e r 19 9 8 . T h e m e d i a n p H
i n t h e f e r m e n t a t i o n p r o du c t w a s 5 . 9 a n d i n t he d i ge s t e d s l u d g e w a s 7 . 3 .
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t h e h i g h c o n c e n t r a t i o n s o b t a i n e d u n d e r m e t h a n o g e n i c c o n d i t i o n s i n t h e d i g e s t e r s u g g e s t t h a t
t h e p r i m a r y s l u d g e i s n o t b e i n g f e r m e n t e d c o m p l e t e l y i n t h e f e r m e n t e r . T h e r e l a t i v e l y h i g h
p H i n t h e f e r m e n t e r (m e d i a n p H 5 . 9 ) c o m p a r e d t o t h e p H o b t a i n e d i n o u r w o r k a n d i n w o r k b y
o t he r s i s c o n s i s t e n t w i t h t h i s c o n c l u s i o n .
6 . C o n c l u s i o n s
B a s e d o n r e s u l t s f r o m t h e l i t e r a t u r e a n d f r o m o u r e x p e r i m e n t a l w o r k , i t a p p e a r s t h a t
m a x i m u m V F A y i e l d s a c h i e v a b l e f r o m p r im a r y s l u d g e a r e o n t h e o r d e r o f 0 . 4 t o 0 . 5 g V F A -
C O D / g V S S f e d . C o r r e s p o n d i n g m a x i m u m y i e l d s o f s o l u b l e C O D a r e l i k e l y t o b e 0 . 5 t o 0 . 7 g
C OD /g V SS f e d . H o w e v e r , V F A y i e l d s a b o v e 0 . 4 i n o u r s t u d y w e r e o n l y o b t a i n e d i n b a t c h
e x p e ri m e n t s , n o t i n t h e c o n t i n u o u s l a b o r a t o r y f e r m e n t e r . T h e h i g h e s t V F A y i e l d i n t h e
c o n t i n u o u s f e r m e n t e r w a s 0 . 1 7 g V F A - C O D / g V S S f e d , w h i c h w a s o b t a i n e d a t a r e s i d e n c e
t im e o f f o u r d a y s ( t h e h i g h e s t r e s i d e n c e t i m e e v a l u a t e d ) .
6 . 1 E f f e c t s o f I n h ib i t o r s
So m e o f t h e e x p e ri m e n t s c o n d u c t e d i n t h i s s t u d y i n v o l v e d t h e u s e o f m e t a b o l i c i n h i b i t o r s
t o i n h i b i t s u l f a t e r e d u c t i o n a n d m e t h a n o g e n e s i s , b o t h o f w h i c h c o u l d d e c r e a s e n e t V F A
a c c u m u l a t i o n . T h e u s e o f m e t a b o l i c i n h i b i t o r s r e s u l t e d i n s l i g h t l y h i g h e r y i e l d s o f V F A s t h a n
i n u n i n h i b i t e d s a m p l e s a t a l o n g i n c u b a t i o n t i m e (f i v e w e e k s ; F i g u r e 3 ) . H o w e v e r , i n t w o -
w e e k i n c u b a t i o n s t h e u s e o f i n h i b i t o r s l e d t o l o w e r V FA y i e l d s (F i g u r e s 4 a n d 5 , u n bu f f e r e d
s a m p l e s ) . T h u s , t h e u s e o f m e t a b o l i c i n h i b i t o r s i s n o t w a r r a n t e d w h e n a t t e mp t i n g t o m e a s u r e
m a x i m u m V F A f o r m a t i o n p o t e n t i a l i n b a t c h i n c u b a t i o n s o f p r i m a r y s l u d g e .
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T h e a d d i t i o n o f a i r t o b a t c h f e r m e n t a t i o n s y s t e m s d i d n o t s i g n i f i c a n t l y i m p a c t V F A
f o rm a t i o n a n d d i d n o t i n h i b i t m e t h a n o g e n e s i s o v e r a 10 - d a y i n c u b a t i o n p e r i o d T h e a d d i t i o n
o f h y d r o g e n p e r o x i d e i n h i b i t e d m e t h a n o g e n e s i s o v e r t h e 10
- d a y p e r i o d , b u t d i d n o t
s i gn i f i c a n t l y i n f lu e n c e V F A f o r m a t i o n e i t h e r . N e i t h e r o f t h e s e s t r a t e gi e s t h e r e f o r e a p p e a r s t o
b e a p p r o p r i a t e t o c o n s i d e r im p r o v i n g n e t V F A f o r m a t i o n a t f u l l s c a l e .
6 . 2 p H E f f e c t s
F r o m t h e e x p e r i m e n t a l d a t a o b t a i n e d i n t h i s s t u d y , i t a p p e a r s t h a t t h e m o s t s i g n i fi c a n t
v a r i a b l e i n f l u e n c i n g V F A p r o d u c t i o n i s p H . M a x im u m V F A y i e l d s w e r e o b t a i n e d i n s y s t e m s
i n w h i c h t h e f i n a l p H w a s b e l o w 5 . U n f o r t u n a t e l y , m o s t o f t h e e x p e r im e n t s w e r e n o t d e s i g n e d
s p e c i fi c a l l y t o e v a l u a t e t h e e f f e c t s o f p H o n V F A p r o d u c t i o n i n s y s t e m s t o w h i c h m e t a b o l i c
i n h i b i t o r s w e r e n o t a d d e d . I n t w o e x p e r im e n t s i n w h i c h s a m p l e s w e r e b u f f e r e d t o m a i n t a i n
h i gh e r p H t h r o u g h o u t t h e b a t c h i n c u b a t i o n (F i g u r e s 4 a n d 5 ) , l e s s V F A s w e r e p r o du c e d i n t h e
b u f f e r e d s a m p l e s t h a n i n u n b u f f e r e d s a m p l e s .
I t i s n o t c l e a r w h e t h e r d i f f e r e n c e s i n V F A y i e l d s o b s e r v e d b e t w e e n t h e b a t c h a n d
c o n t i n u o u s f e r m e n t a t i o n sy s t e m s w e r e d u e p r i m a r i l y t o d i f f e r e n c e s i n p H . A s n o t e d i n s e c t i o n
4
,
r e l a t i v e l y h i g h V F A y i e l d s w e r e o b t a i n e d b y o t h e r s i n a c o n t i n u o u s f e r m e n t e r a t s t e a d y -
s t a t e p H b e l o w 5 (M i r o n e t a l , 2 0 0 0 ) . H o w e v e r , E a s t m a n a n d F e r g u s o n ( 19 8 1 ) f o u n d t h a t
V F A y i e l d s i n c r e a s e d s l i g h t l y d u r i n g c o n t i n u o u s f e r m e n t a t i o n o f p r i m a r y s l u d ge a s p H w a s
i n c r e a s e d ; t h e h i g h e s t y i e l d w a s o b t a i n e d a t p H 6 . 7 , a l t h o u g h r e l a t i v e l y h i g h y i e l d s w e r e a l s o
o b t a i n e d a t p H 5 . 1 t o 5 . 2 . I n t h a t s t u d y , p H a b o v e 5 . 2 w a s a c h i e v e d b y a d d i n g s o d i u m
h y d r o x i d e t o t h e r e a c t o r .
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I n a c o n t i n u o u s o r s e m i - c o n t i n u o u s f e r m e n t e r o p e r a t e d w i t h o u t e x t e r n a l p H c o n t r o l , t h e pH
w i l l t e n d t o b e l o w s im p l y b e c a u s e o f V F A p r o d u c t i o n . A s p H a p p r o a c h e s 5 o r l o w e r , t h e
s y s t e m s h o u l d b e s e l f - b u f f e r i n g b e c a u s e t h e p r i n c i p a l V F A s h a v e p K g v a l u e s o f a b o u t 4 . 8 .
T he p r i m a r y a d v a n t a g e o f a l l o w i n g t h e p H t o r e m a i n l o w i s t he l i k e l i h o o d t h a t l o w p H w i l l
i n h i b i t m e t h a n o g e n e s i s . T h i s s h o u l d , i n t u r n , p e r m i t a b r o a d e r r a n g e o f r e s i d e n c e t i m e s t o b e
u s e d t h a n w o u l d b e p o s s i b l e a t a h i g h e r p H . A s n o t e d a b o v e , i n o n l y o n e s t u d y o n p r im a r y
s l u d g e f e r m e n t a t i o n h a s t h e V F A y i e l d b e e n o b s e r v e d t o i n c r e a s e w i t h i n c r e a s i n g p H
(E a s tm a n a n d F e r g u s o n , 19 8 1 ) , a n d t h e i n c r e a s e w a s m a r g i n a l . T hu s , t h e r e d o e s n o t a p p e a r t o
b e a n y b e n e f i t t o c o n t r o l l i n g p H i n a c o n t i n u o u s o r s e m i - c o n t i n u o u s f e r m e n t e r a t a p H a b o v e
t h e v a l u e t h a t o t h e r w i s e w o u l d o c c u r i n t h e a b s e n c e o f p H c o n t r o l .
I t i s o p e n t o q u e s t i o n w h e t h e r t h e r e m i gh t b e a n a d v a n t a g e t o o p e r a t i n g a c o n t i n u o u s o r
s e m i - c o n t i n u o u s f e r m e n t e r w i t h p H c o n t r o l t o m a i n t a i n a l o w e r p H t h a n w o u l d o t h e r w i s e b e
a c h i e v e d a t s t e a d y - s t a t e . Su c h p H c o n t r o l m i g h t b e a d v a n t a g e o u s w h e n c o u p l e d t o o p e r a t i o n
a t l o n g e r r e s i d e n c e t i m e s , w h i c h o t h e r w i s e c o u l d l e a d t o s i g n i f i c a n t m e t h a n o g e n e s i s a n d
c o r r e s p o n d i n g V F A c o n s u m p t i o n . A t s h o r t e r r e s i d e n c e t i m e s , i t i s p o s s i b l e t h a t a n i n i t i a l
a dj u s t m e n t o f p H t o a p pr o x i m a t e l y 4 . 8 w o u l d b e s u f f i c i e n t t o s u s t a i n t he p H n e a r t h i s l e v e l
c o n t i n u o u s l y b e c a u s e o f t h e s e l f - b u f f e r i n g b y V F A s i n t h i s r a n g e .
6 . 3 V F A S p e c ia t io n
I n m o s t o f t h e e x p e r im e n t s i n w h i c h p H w a s n o t c o n t r o l l e d , b o t h b a t c h a n d c o n t i n u o u s ,
a c e t a t e r e p r e s e n t e d o n t h e o r d e r o f 4 0 % o f t h e t o t a l V FA - C O D . P r o p i o n a t e - C O D w a s
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g e n e r a l l y i n t h e s a m e r a n g e , a l t h o u g h i n s o m e e x p e r i m e n t s m o r e b u t y r a t e w a s p r o d u c e d t h a n
p r o p i o n a t e .
T h e r e h a s b e e n l i t t l e p r i o r w o r k o n t h e e f f e c t s o f p H o n V F A d i s t r i b u t i o n . A s n o t e d i n
s e c t i o n 2 , E a s tm a n a n d F e r g u s o n ( 19 8 1 ) o b s e r v e d a s i g n i f i c a n t i n c r e a s e i n t h e r e l a t i v e
c o n c e n t r a t i o n o f a c e t a t e a s p H i n c r e a s e d i n a c o n t i n u o u s f e r m e n t e r . I n o u r e x p e r im e n t s i n
w h i c h m e t a b o l i c i n h i b i t o r s w e r e n o t u s e d , t h e r e l a t i v e c o n t r i b u t i o n o f a c e t a t e t o V F A - C O D
i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g pH i n o n e e x p e r i m e n t (F i g u r e 5 d ) a n d d i d n o t c h a n ge w i t h
i n c r e a s i n g p H i n a n o t h e r e x p e r im e n t (F i gu r e 4 d ) .
D a t a f r o m t h e d i u r n a l s t u d y o n t h e s u p e r n a t a n t f r o m t h e f u l l - s c a l e f e r m e n t e r i n d i c a t e d t h a t
a c e t a t e r e p r e s e n t e d a b o u t 4 7 % o f t he V F A - C O D , p r o p i o n a t e a b o u t 3 6 % , a n d b u t y r a t e a b o u t
17% . T h e s e fi n d i n g s a r e b r o a d l y c o n s i s t e n t w i t h t h e r e s u l t s o f t h e l a b o r a t o r y e x p e r i m e n t s . I f
t h e d i s t r i b u t i o n o f V F A - C O D f o u n d i n t h e d i u r n a l s t u d y i s r e p r e s e n t a t i v e , t h e m e d i a n V F A
c o n c e n t r a t i o n o f 3 0 0 m g / L a s a c e t i c a c i d i n t h e f e r m e n t e r s u p e r n a t a n t (F i gu r e 1 2 ) t r a n s l a t e s t o
a V F A - C O D o f a p p r o x im a t e l y 4 3 0 m g/L .
6 . 4 C O D
R e s u l t s f r o m t he l i t e r a t u r e a n d f r o m o u r w o r k s u g ge s t t h a t m o s t o f t h e s o l u b l e C O D
p r o du c e d d u r i n g t h e f e r m e n t a t i o n o f p r i m a r y s l u d g e i s i n t h e f o r m o f V F A s . So l u b l e C O D
c a n t h e r e f o r e b e a n i n d i c a t o r o f a v a i l a b l e V F A s fo r b i o l o g i c a l p h o s p h o r u s r e m o v a l a s w e l l a s
a n i n d i c a t o r o f a v a i l a b l e c a r b o n s o u r c e s f o r d e n i t r i f i c a t i o n .
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6 . 5 F u l l - s c a l e F e r m e n t e r
G i v e n t h e p r e s e n t e x c e l l e n t p e r f o r m a n c e o f t h e b i o l o g i c a l p h o s p h o r u s r e m o v a l s y s t e m a t
t h e M a s o n F a r m p l a n t , b o t h t h e qu a n t i t y a n d t h e s p e c i a t i o n o f V F A s i n t h e f e r m e n t a t i o n
p r o d u c t c l e a r l y a r e s u f f i c i e n t f o r B PR a t t h e c u r r e n t o p e r a t i n g c o n d i t i o n s . A s i n d i c a t e d i n
s e c t i o n 2 , t h e e f f e c t s o f V F A s p e c i a t i o n o n B PR a n d o n d e n i t r i f i c a t i o n a r e n o t w e l l q u a n t i f i e d ,
s o i t i s n o t c l e a r w h e t h e r t h e o b s e r v e d s p e c i a t i o n w i l l b e c o m e m o r e im p o r t a n t u n d e r f u t u r e
o p e r a t i n g c o n d i t i o n s . R e g a r d l e s s o f s p e c i a t i o n , o f m u c h m o r e i m p o r t a n c e f o r f u t u r e o p e r a t i o n
i s t h e a p p a r e n t l y l o w y i e l d o f V FA s o b t a i n e d i n t h e f e r m e n t e r u n d e r t h e p r e s e n t o p e r a t i n g
c o n d i t i o n s .
I n t h e a b s e n c e o f d a t a o n t h e m a s s o f V SS e n t e r i n g t h e f e r m e n t e r a n d t h e m a s s o f V F A s
l e a v i n g , i t i s n o t p o s s i b l e t o q u a n t i f y t h e V F A y i e l d a c c u r a t e l y ; h o w e v e r , b a s e d o n
c o n c e n t r a t i o n s o f V S S i n p r i m a r y s l u d g e a n d V F A s i n t h e f e r m e n t a t i o n p r o d u c t , i t a p p e a r s
t h a t t h e V F A y i e l d i s n e a r l y a n o r de r o f m a g n i t u d e l o w e r t h a n a c h i e v e d i n b a t c h t e s t s d u r i n g
o u r s t u d y , a n d a f a c t o r o f t h r e e l o w e r t h a n a c h i e v e d i n o u r c o n t i n u o u s l a b o r a t o r y fe r m e n t e r .
T h e r e a p p e a r s t o b e a s t r a t i f i c a t i o n o f V F A s i n s i d e t h e f e r m e n t e r , p r e s u m a b l y d u e t o t h e
l e n g t h y p e r i o d s o v e r w h i c h t h e c o n t e n t s o f t h e fe r m e n t e r a r e u n m i x e d . O u r d i u r n a l s a m p l i n g
o f f e r m e n t e r s u p e r n a t a n t (F i g u r e 1 1 ) w a s n o t c o o r d i n a t e d w i t h t h e t i m i n g o f t h e m i x e r , s o w e
d o n o t k n o w i f V F A c o n c e n t r a t i o n s i n t h e s u p e r n a t a n t a r e s i g n i f i c a n t l y h i g h e r i m m e d i a t e l y
a f t e r m i x i n g t h a n b e f o r e m i x i n g .
T h e p H o f t h e f e r m e n t e r s u p e r n a t a n t (m e d i a n v a l u e 5 . 9 ) i s h i g h e r t h a n w a s o b t a i n e d i n o u r
b a t c h a n d c o n t i n u o u s f e r m e n t a t i o n e x p e r im e n t s . T h i s r e l a t i v e l y h i g h p H c o u l d r e s u l t e i t h e r
5 5
fr o m i n c o m p l e t e h y dr o l y s i s o f p r im a r y s l u d g e s o l i d s o r i n c o m p l e t e f e r m e n t a t i o n o f h y dr o l y s i s
p r o d u c t s , o r f r o m c o n s u m p t i o n o f V F A s b y m e t h a n o g e n e s i s i n t h e f e r m e n t e r . B o t h o f t h e s e
p h e n o m e n a a r e r e l a t e d t o s o l i d s r e t e n t i o n t im e s (t o o s h o r t o r t o o l o n g, r e s p e c t i v e l y ) . T h e
c o m p l e x p h y s i c a l l a y o u t a n d o p e r a t i o n o f t h e f e r m e n t e r m a k e s i t d i f f i c u l t t o a s s e s s t h e
e f f e c t i v e S R T u n d e r c u r r e n t c o n d i t i o n s
,
h o w e v e r .
6 . 5 . 1 R e c o m m e n d a t i o n s
B e c a u s e o f t h e c o m p l e x p h y s i c a l d e s i g n o f t h e f u l l - s c a l e f e r m e n t e r , i t i s n o t c l e a r h o w t o
o p t im i z e i t s o p e r a t i o n t o im p r o v e t h e V F A y i e l d . A n i n c r e a s e d fr e q u e n c y o f m i x i n g m i gh t
im p r o v e t h e d i s t r i b u t i o n o f V FA s p ri o r t o p u m p i n g s u p e r n a t a n t t o t h e B P R s y s t e m . H o w e v e r ,
w e d o n o t k n o w h o w m u c h s e t t l i n g t im e i s n e c e s s a r y t o r e du c e s o l i d s c o n c e n fr a t i o n s i n t h e
s u p e r n a t a n t t o a n a c c e p t a b l e l e v e l b e f o r e d i s c h a r g i n g t h e s u p e r n a t a n t . O v e r a l l , b e t t e r
k n o w l e d g e a n d c o n fr o l o f t h e e f f e c t i v e SR T a n d H R T i n th e f e r m e n t e r s h o u l d l e a d t o
im p r o v e d V F A y i e l d s . T h e S R T c a n b e a dj u s t e d b y v a r y i n g t h e f lo w o f s l u d g e fr o m th e i n n e r
t a n k t o t h e a n a e r o b i c d i g e s t e r s a n d/ o r t h e f l o w o f p r im a r y s l u d g e fr o m th e p ri m a r y c l a ri fi e r s .
R e d u c i n g t h e fl o w o f p r im a r y s l u d g e w o u l d i n c r e a s e t h e h y d r a u l i c r e s i d e n c e t im e i n t h e o u t er
a n n u l u s
,
w h i c h c o u l d r e d u c e t h e n e e d f o r r e c y c l i n g s e t t l e d s l u d g e fr o m t h e i n n e r t a n k a n d m a y
b e o n e m e a n s b y w h i c h b e t t e r c o n t r o l o v e r SR T c o u l d b e a c h i e v e d .
M e a s u ri n g t h e t o t a l C O D o f t h e s u p e r n a t a n t fr o m t h e f e r m e n t a t i o n p r o c e s s w o u l d b e
p r e f e r a b l e t o m e a s u r i n g t h e a c i d e q u i v a l e n t s u s i n g a t i t r a t i o n m e t h o d T h e e x p e ri m e n t a l
a n a l y s i s c o n d u c t e d i n t h i s p r o j e c t a n d f r o m l i t e r a t u r e r e s e a r c h h a s s h o w n t h a t a p p r o x im a t e l y
6 5 - 8 0% o f t h e t o t a l d i s s o l v e d C O D w i l l b e fr o m V FA s . F r o m C h a p t e r 2 , t h e C O D l o a d fr o m
56
f e r m e n t a t i o n w o u l d b e p a r t i c u l a r l y i m p o r t a n t f o r d e n i t ri fi c a t i o n , b e c a u s e o f t h e f i x e d
s t o i c h i o m e t r y b e t w e e n n i t r a t e r e m o v a l a n d C O D r e m o v a l .
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7 . R e f e r e n c e s
B a n i s t e r
,
S . S . a n d W . A . P r e t o ri u s ( 19 9 8 ) O p t i m i z a t i o n o f p ri m a r y s l u d ge a c i d o ge n i c
f e r m e n t a t i o n f o r b i o l o g i c a l n u t r i e n t r e m o v a l . Wa t e r SA , 2 4 : 3 5
- 4 1.
B i l a n o v i c , D . , P . B a t t i s t o n i , F . C e c c h i , P . P a v a n a n d J . M a t a - A l v a r e z ( 19 9 9) D e n i t ri f i c a t i o n
u n d e r h i g h n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n a n d a l t e r n a t i n g a n o x i c c o n d i t i o n s . Wa t e r R e s . , 3 3 : 3 3 1 1
-
3 3 2 0 .
C h ri s t e n s s o n , M . , E . L i e , K . J o n s s o n , P . J o h a n s s o n a n d T . W e l a n d e r (19 9 8) I n c r e a s i n g
s u b s t r a t e f o r p o l yp h o s p h a t e - a c c u m u l a t i n g b a c t e r i a i n m u n i c i p a l w a s t e w a t e r t h r o u g h






D . S . M a v i n i c
,
W . D . R a m e y a n d H . G . K e l l y ( 19 9 6 ) A b i o c h e m i c a l m o d e l d e s c ri b i n g
v o l a t i l e f a t t y a c i d m e t a b o l i s m i n t h e r m o p h i l i c a e r o b i c d i g e s t i o n o f w a s t e w a t e r s l u d ge .
Wa t e r R e s .
,
3 0 : 17 5 9 - 17 7 0 .
C h y i , Y . T . a n d R . R . D a g u e ( 19 9 4 ) E f f e c t s o f p a r t i c u l a t e s i z e i n a n a e r o b i c a c i d o g e n e s i s u s i n g
c e l l u l o s e a s a s o l e c a r b o n s o u r c e . Wa t e r E n v i r o n . R e s .
,
6 6 : 6 7 0 - .
E a s t m a n , J . A . a n d J . F . F e r g u s o n ( 19 8 1 ) S o l u b i l i z a t i o n o f p a r t i c u l a t e o r g a n i c c a r b o n d u r i n g t h e
a c i d p h a s e o f a n a e r o b i c d i g e s t i o n . J . W a t e r P o l l u t . C o n t r o l F e d . , 5 5 : 3 5 2 - 3 6 6 .
E l e f s i n i o t i s , P . a n d W . K . O l d h a m ( 19 94 a ) A n a e r o b i c a c i d o g e n e s i s o f p r i m a r y s l u d g e : t h e r o l e
o f s o l i d s r e t e n t i o n t i m e . B i o t e c h n o l . B i o e n g . , 4 4 : 7 - 1 3 .
E l e f s i n i o t i s , P . a n d W . K . O l d h a m ( 19 9 4 b ) E f f e c t o f H R T o n a c i d o g e n i c d i g e s t i o n o f p r i m a r y
s l u d g e . / . E n v i r o n . E n g . (A S CE ) , 12 0 : 6 4 5 - 6 6 0 .
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F o th e r gi l l , S . a n d D . S . M a v i n i c (2 0 0 0 ) V FA p r o d u c t i o n i n t h e r m o p h i l i c a e r o b i c d i g e s t i o n o f
m u n i c i p a l s l u d g e s . J . E n v i r o n . E n g . (A S CE ) , 1 2 6 : 3 89
- 3 9 6 .
F o x , P . a n d F . G . P o h l a n d ( 19 94 ) A n a e r o b i c t r e a t m e n t a p p l i c a t i o n s a n d f u n d a m e n t a l s :
s u b s t r a t e s p e c i f i c i t y d u r i n g p h a s e s e p a r a t i o n . Wa t e r E n v i r o n . R e s . , 6 6 : 7 16 - .
G h o s h
,
S . ( 19 8 7 ) I m p r o v e d s l u d g e g a s i f i c a t i o n b y t w o
- p h a s e a n a e r o b i c d i g e s t i o n . J . E n v i r o n .
E n g . (A SC E ) , 1 13 : 12 6 5 - .
G h o s h , S . , J . R . C o n r a d a n d D . L . K l a s s ( 19 7 5 ) A n a e r o b i c a c i d o g e n e s i s o f w a s t e w a t e r s l u d g e .
J . Wa t e r P o l l u t . C o n t r o l F e d . , 4 7 : 3 0 - 4 5 .
G h o s h
,
S . a n d F . F . P o h l a n d ( 19 74 ) K i n e t i c s o f s u b s t r a t e a s s im i l a t i o n a n d p r o du c t f o r m a t i o n i n
a n a e r o b i c di g e s t i o n . J . Wa t e r P o l l u t . C o n t r o l F e d . , 4 6 : 7 4 8 - .
H a l l i n
,
S . a n d M . P e l l ( 19 9 8 ) M e t a b o l i c p r o p e r t i e s o f de n i t r i f y i n g b a c t e r i a a d a p t i n g t o
m e t h a n o l a n d e t h a n o l i n a c t i v a t e d s l u d g e . Wa t e r R e s . , 3 2 : 13 - 18




T . M a t s u o
,
M . N a g a s e a n d Y . T a b a t a ( 1 9 8 7 ) E v a l u a t i o n o f e f f e c t i v e n e s s o f t w o -
p h a s e a n a e r o b i c d i g e s t i o n p r o c e s s d e g r a d i n g c o m p l e x s u b s t r a t e . Wa t e r Sc i . T e c h n o L , 19 :
3 1 1- 3 2 2 .
H i c k e y , R . F . a n d M . S . S w i t z e n b a u m ( 199 1) T h e r m o d y n am i c s o f v o l a t i l e f a t t y a c i d
a c c u m u l a t i o n i n a n a e r o b i c d i ge s t e r s s u bj e c t t o i n c r e a s e s i n h y d r a u l i c a n d o r g a n i c l o a d i n g .
R e s . J . Wa t e r P o l l u t . C o n t r o l F e d . , 6 3 : 14 1 - .
J o u b e r t
, W . A . a n d T . J . B r i t z ( 19 8 7 ) C h a r a c t e r i z a t i o n o f a e r o b i c , f a c u l t a t i v e a n a e r o b i c , a n d
a n a e r o b i c b a c t e r i a i n a n a c i d o g e n i c p h a s e r e a c t o r a n d t h e i r m e t a b o l i t e f o r m a t i o n . M i c r o b .
E c o l , 1 3 : 15 9 - 16 8 .
L e e
,




B r u n n e r
, J . B . F a r r e l l a n d A . E . E r a l p ( 19 8 9 ) D e s t r u c t i o n o f e n t e r i c b a c t e r i a
a n d v i r u s e s d u r i n g t w o - p h a s e d i g e s t i o n . J . Wa t e r P o l l u t . C o n t r o l F e d . , 6 1 : 14 2 1- 14 2 9 .
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L e e , S . - L , J . - H . P a r k , K . - B . K o a n d B . K o o p m a n ( 19 9 7 ) E f f e c t o f f e r m e n t e d s w i n e w a s t e s o n
b i o l o gi c a l n u t r i e n t r e m o v a l i n s e q u e n c i n g b a t c h r e a c t o r s . Wa t e r R e s . , 3 1 : 180 7
- 1 8 1 2 .
L i e , E . a n d T . W e l a n d e r ( 19 9 7 ) A m e t h o d f o r d e t e r m i n a t i o n o f t h e r e a d i l y fe r m e n t a b l e
o r g a n i c f r a c t i o n i n m u n i c i p a l w a s t e w a t e r . Wa t e r R e s . , 3 1 : 1 2 6 9 - 1 2 7 4 .




P . P a v a n , P . B a t t i s t o n i , F . C e c c h i a n d J . M a t a - A l v a r e z ( 1 9 9 9 ) T h e u s e o f o r g a n i c
f r a c t i o n o f m u n i c i p a l s o l i d w a s t e h y d r o l y s i s p r o d u c t s f o r b i o l o g i c a l n u t r i e n t r e m o v a l i n
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s . Wa t e r R e s . , 3 3 : 2 14 - 2 2 2 .
M i r o n , Y . , G . Z e e m a n , J . B . V a n L i e r a n d G . L e t t i n g a (20 0 0 ) T h e r o l e o f s l u d g e r e t e n t i o n t im e
i n t h e h y d r o l y s i s a n d a c i d i f i c a t i o n o f l i p i d s , c a r b o h y d r a t e s a n d p r o t e i n s d u r i n g d i g e s t i o n o f
p r im a r y s l u d g e i n C S T R s y s t e m s . Wa t e r R e s . , 3 4 : 17 0 5
- 17 13 .
M o s e r - E n g e l e r , R . , M . K i i h n i , C . B e m h a r d a n d H . Si e g r i s t ( 19 9 9 ) F e r m e n t a t i o n o f r a w s l u d ge
o n a n i n d u s t r i a l s c a l e a n d a p p l i c a t i o n s f o r e l u t r i a t i n g i t s d i s s o l v e d p r o d u c t s a n d n o n -
s e d i m e n t a b l e s o l i d s . Wa t e r R e s . , 3 3 : 35 0 3 - 3 5 1 1 .
P a r k i n , G . F . a n d W . F . O w e n (19 8 6 ) F u n d a m e n t a l s o f a n a e r o b i c d i g e s t i o n o f w a s t e w a t e r
s o l i d s . J . E n v i r o n . E n g . (A S CE ), 1 12 : 86 7 - 9 2 0 .
P a v l o s t a t h i s
,
S . G . a n d E . G i r a l d o - G o m e z ( 19 9 1) K i n e t i c s o f a n a e r o b i c t r e a t m e n t : a c r i t i c a l
r e v i e w . C r i t . R e v . E n v i r o n . C o n t r o l , 2 1 : 4 11 - 4 9 0 .
P e r o t
,
C . a n d D . A m a r (19 8 9 ) O p t im i z a t i o n o f s l u d g e a n a e r o b i c d i g e s t i o n b y s e p a r a t i o n o f
h y d r o l y s i s - a c i d i f i c a t i o n a n d m e t h a n o g e n e s i s . E n v i r o n . T e c h n o l . L e t t . , 10 : 6 3 3 - 6 4 4 .
P e t e r s e n
,
J . N . , Y . B e r e d e d - S a m u e l a n d R . S . Sk e e n ( 19 9 8 ) T h e e f f e c t o f o x y g e n e x p o s u r e o n
t h e m e t h a n o g e n i c a c t i v i t y o f a n a n a e r o b i c b a c t e r i a l c o n s o r t i u m . E n v i r o n . P r o g . , 17 : 10 4 -
1 10 .
R a n d a l l , A . A . , L . D . B e n e f i e l d a n d W . E . H i l l ( 19 9 7) I n d u c t i o n o f p h o s p h o r u s r e m o v a l i n a n
6 0
e n h a n c e d b i o l o g i c a l p h o s p h o r u s r e m o v a l b a c t e ri a l p o p u l a t i o n . W a t e r R e s . , 3 1 : 2 8 6 9 - 2 8 7 7
R i n z e m a , A . , M . B o o n e , K . v a n K n i p p e n b e r g a n d G . L e t t i n g a ( 1 9 9 4 ) B a c t e r i c i d a l e f f e c t o f
l o n g c h a i n f a t t y a c i d s i n a n a e r o b i c d i g e s t i o n . Wa t e r E n v i r o n . R e s . , 6 6 : 4 0
- 4 9 .
S k a l s k y , D . S . a n d G . T . D a i g g e r ( 19 9 5 ) W a s t e w a t e r s o l i d s f e r m e n t a t i o n f o r v o l a t i l e a c i d
p r o d u c t i o n a n d e n h a n c e d b i o l o g i c a l p h o s p h o r u s r e m o v a l . Wa t e r E n v i r o n . R e s . , 6 7 : 2 30
-
2 37 .
W e n t z e l , M . C . a n d G . A . E k a m a ( 19 9 7 ) P ri n c i p l e s i n t h e d e s i g n o f s i n g l e - s l u d g e a c t i v a t e d -
s l u d g e s y s t e m s f o r b i o l o g i c a l r e m o v a l o f c a r b o n , n i t r o g e n , a n d p h o s p h o r u s . Wa t e r E n v i r o n .
R e s . , 6 9 : 1 2 2 2 - 1 2 3 1 .
Z h a n g , T . C . a n d T . N o i k e ( 199 4 ) I n f l u e n c e o f r e t e n t i o n t im e o n r e a c t o r p e r f o r m a n c e a n d
b a c t e ri a l t r o p h i c p o p u l a t i o n s i n a n a e r o b i c d i g e s t i o n p r o c e s s e s . Wa t e r R e s . , 2 8 : 2 7 - 3 6 .
Z it o m e r , D . H . ( 19 9 8 ) S t o i c h i o m e t r y o f c o m b i n e d a e r o b i c a n d m e t h a n o ge n i c C O D
t r a n s f o r m a t i o n . Wa t e r R e s . , 3 2 : 6 6 9 - 6 7 6 .
6 1
